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1 Einleitung  
 
 
Die intrahepatische Schwangerschaftscholestase (intrahepatic cholestasis of pregnancy, ICP) 
ist eine reversible Cholestaseform unklarer Genese, die bei Frauen ohne vorbestehende 
Lebererkrankung in der Spätschwangerschaft auftritt und bis zur Entbindung persistiert. Die 
Erkrankungshäufigkeit zeigt deutliche geographische Unterschiede mit besonders hohen 
Inzidenzen in Südamerika und Skandinavien (1, 2). Die Inzidenz in Europa liegt bei 0,1-1,5 % 
(3), die Häufigkeit der ICP in Deutschland ist unbekannt.  
Die Schwere der Symptomatik einer Schwangerschaftscholestase variiert beträchtlich. Die 
vorherrschende maternale Symptomatik besteht in intensivem generalisierten oder palmar und 
plantar akzentuierten Pruritus, der bei 2 / 3 der Patientinnen im 3. Trimester der Schwanger-
schaft beginnt und häufig nachts exazerbiert (4).  Maximal 10 % der Patientinnen entwickeln 
einen milden Ikterus (5), der sich häufig 1-2 Wochen nach Auftreten des Pruritus manifestiert. 
Die Serumbilirubinwerte übersteigen dabei selten 6 mg / 100 ml (6). Laborchemisch zeigt 
sich weiterhin oft eine leichte bis moderate Erhöhung der Alanin- (ALT) und Aspartat- (AST) 
Aminotransferasen (7). Die Messung der ALT scheint besonders sensitiv zu sein (8-11). 
Außerordentliche Bedeutung kommt der Bestimmung der Serumgallensäuren zu. Häufig ist 
ein Anstieg auf das 30-100 fache der Norm (12), vorwiegend durch die Erhöhung von 
Cholsäure (11, 13). Seltene Symptome einer ICP sind gastrointestinale Beschwerden wie 
Oberbauchschmerzen und Übelkeit sowie Fettmalabsorption mit Steatorrhoe, Malnutrition 
und reduzierter Absorption fettlöslicher Vitamine (4). Die Reduktion der Vitamin K-Auf-
nahme ist besonders problematisch, da sie das Risiko fetaler Blutungskomplikationen erhöhen 
kann. Die Symptome und pathologischen Laborwerte bilden sich charakteristischerweise 
wenige Tage nach der Entbindung, selten erst innerhalb der ersten 2-4 Wochen post partum 
ohne bleibende Leberschädigung vollständig zurück (14). Während die mütterliche Prognose 
der ICP gut ist, zeigt sich eine Assoziation mit einer erhöhten Frühgeburtlichkeit (19-60 %) 
(14, 15) und intrauterinem Fruchttod in 1-2 % der Fälle (11, 15, 16). Daher sind die 
Beachtung der Erkrankung und eine konsequente Therapie durch Geburtshelfer und 
Internisten von großer Bedeutung. 
In Tierversuchen wurden bei hohen Gallensäurenkonzentrationen verstärkte Kontraktionen 
des Myometriums gemessen, die als Ursache für die erhöhte Frühgeburtlichkeit in Betracht zu 
ziehen sind (17). Die Pathophysiologie der fetalen Schädigung ist noch weitgehend unklar 
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(18, 19). Es wird vermutet, dass die ICP zu Plazentaalterationen führt, die die Fähigkeit des 
Feten zur Exkretion von Gallensäuren reduzieren. Es resultiert eine Akkumulation von 
Gallensäuren im fetalen Kompartiment (20, 21). Tierexperimentell wurde eine Stimulation 
der fetalen Kolonmotilität durch hohe Gallensäurenwerte nachgewiesen (17). In 
Übereinstimmung damit zeigte sich bei ICP Patientinnen besonders häufig eine Mekonium-
verunreinigung des Fruchtwassers (10, 19). Mekonium wird eine vasokonstriktorische 
Wirkung auf Plazentagefäße und Nabelvenen zugeschrieben, die zu einer Reduktion des 
Blutflusses mit akuter fetaler Hypoxie führen kann (22, 23). Auch Gallensäuren lösen 
konzentrationsabhängig eine Vasokonstriktion aus (24). 
Aufgrund der kindlichen Gefährdung werden regelmäßige Leberfunktionskontrollen und 
Kardiotokographien empfohlen, obgleich ein Nutzen engmaschiger Kontrollen für die 
Verminderung des fetalen Risikos bisher nicht nachgewiesen werden konnte (18). Nach 
Abwägung der Risiken einer Frühgeburt gegenüber der fetalen Gefährdung bei Fortbestehen 
der Schwangerschaft wird von vielen Geburtshelfern ab der 36. Schwangerschaftswoche eine 
Geburtseinleitung in Betracht gezogen (15, 25).  
Eine optimale Therapie der Schwangerschaftscholestase ist bisher nicht definiert. Da die 
Pathophysiologie der ICP nicht vollständig geklärt ist, wurden auf dem Boden von Erfah-
rungen bei der Behandlung anderer cholestatischer Erkrankungen verschiedene Therapie-
ansätze empirisch getestet (26). Phenobarbital, Anionenaustauscherharze (Cholestyramin), 
Dexamethason und S-Adenosylmethionin (SAM) konnten sich aufgrund fehlender 
beziehungsweise nicht reproduzierbarer Wirkungen oder unsicherer Nebeneffekte nicht in der 
klinischen Anwendung durchsetzen (19, 27-35). Erste kontrollierte Therapiestudien zeigen, 
dass Ursodeoxycholsäure (ursodeoxycholic acid, UDCA) sowohl den Pruritus vermindert, als 
auch die pathologischen Leberwerte verbessert (1, 3, 36-39). Durch keine der Behandlungs-
formen konnte eine Verlängerung der Schwangerschaftsdauer erzielt werden. Bislang ist die 
Behandlung einer Schwangerschaftscholestase mit UDCA in Deutschland nicht zugelassen, 
eine Therapie mit Cholestyramin während der Schwangerschaft ist möglich. 
 
Ätiologie der intrahepatischen Schwangerschaftscholestase 
 
Verschiedene Pathomechanismen werden mit dem Auftreten der ICP in Verbindung gebracht. 
Eine genetische Prädisposition durch Mutationen in kanalikulären Transportproteinen der 
Leber und hormonelle Faktoren in Form eines starken Anstieges der Östrogen- und Gestagen-
produktion in der Spätschwangerschaft spielen eine Schlüsselrolle. Leichte Fehlfunktionen 
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der kanalikulären Transportproteine, die unter normalen Umständen asymptomatisch bleiben, 
können zur Manifestation einer Cholestase führen, wenn die Kapazität zur Substratsekretion 
während der Schwangerschaft durch die Produktion großer Hormonmengen überschritten 
wird (3). Weiterhin können exogene Faktoren wie Klima und Nahrung das Erkrankungsrisiko 
bei prädisponierten Frauen erhöhen.  
Die primäre Bedeutung der hormonellen Einflüsse wird durch die Beobachtung belegt, dass 
die Erkrankung im 3. Trimenon, der Periode mit den höchsten Steroidhormonkonzentrationen, 
beginnt, und sich unmittelbar post partum, nach Abfall der plazentaren Hormonproduktion, 
zurückbildet. Zwillingsschwangerschaften mit stärkerem Anstieg der Östrogen- und 
Progesteronwerte zeigen auch eine höhere Inzidenz (40, 41). In einer kürzlich veröffentlichten 
finnischen Studie, in die über 5000 schwangere Frauen eingeschlossen wurden, lag die 
Inzidenz von Mehrlingsschwangerschaften im Kollektiv der ICP Patientinnen bei 36 %; im 
Vergleich dazu betrug die Inzidenz im Gesamtkollektiv lediglich 2,8 % (5). Reexposition 
gegenüber Steroidhormonen führt in folgenden Schwangerschaften häufig zu Rezidiven, die 
auch durch die Einnahme oraler Antikonzeptiva ausgelöst werden können (40, 42, 43). 
Rezidive im Rahmen einer postmenopausalen Hormonsubstitution wurden bisher nicht 
beschrieben. Östrogenmetaboliten ist in tierexperimentellen Studien ein cholestatischer Effekt 
zugeschrieben worden. Möglicherweise sind an der Pathogenese der Cholestase eine 
Verringerung der Gallensäurenaufnahme an der basolateralen Membran (44, 45), Alterationen 
des Östrogenmetabolismus (46) sowie ein hormoneller  Einfluss auf Expression und Funktion 
der kanalikulären Transportproteine wie etwa der ATP-abhängigen Gallensalzpumpe BSEP 
(bile salt export pump) beteiligt (26, 44, 46-48). Kürzlich wurde eine Assoziation zwischen 
Progesteronbehandlungen während der Schwangerschaft und einer erhöhten ICP Inzidenz 
beschrieben (8, 49). ICP Patientinnen zeigen ein spezifisch verändertes Profil von 
Progesteronmetaboliten mit einem hohen Anteil sulfatierter Steroide. Dies spricht für einen 
selektiven Defekt der Exkretion bestimmter Progesteronmetaboliten in die Galle (13, 50-52), 
so dass die erhöhte Menge sulfatierter Progesteronmetaboliten die maximale Transport-
kapazität kanalikulärer hepatozytärer Proteine übersteigt. Es wurde weiterhin eine Modulation 
der Aktivität von Transportproteinen durch die Bindung von Progesteron beschrieben. Die 
detaillierte Aufklärung der pathophysiologischen Mechanismen der Auslösung einer 
Cholestase durch Progesteron steht jedoch noch aus (51). 
Verschiedene Charakteristika der intrahepatischen Schwangerschaftscholestase legen nahe, 
dass exogene Faktoren das Erkrankungsrisiko bei prädisponierten Frauen erhöhen können. Es 
bestehen deutliche geographische und ethnische Unterschiede in der Inzidenz sowie eine 
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saisonal hohe Erkrankungshäufigkeit im Winter (2). Weiterhin rezidiviert ICP lediglich bei 
40-70 % der Frauen in einer nachfolgenden Schwangerschaft (40, 53). Besonders die Ernäh-
rung, und zwar ein alimentär bedingter Mangel des Spurenelementes Selen, wird als Einfluss-
faktor angesehen (53, 54). Die Bedeutung des Selenspiegels auf die Erkrankungshäufigkeit 
wurde allerdings bisher nicht in randomisierten kontrollierten Studien untersucht. 
Der Nachweis familiär gehäuften Vorkommens (55, 56) und eine hohe Inzidenz der 
Erkrankung bei Müttern und Schwestern von Patientinnen (57) weisen auf eine genetische 
Prädisposition zur ICP hin. Die Aufklärung der molekularen Mechanismen der Cholestase hat 
kürzlich zur Identifizierung mehrerer Gendefekte geführt, die cholestatische Leber-
erkrankungen bedingen. Bei Patienten mit progressiver familiärer intrahepatischer Cholestase 
(PFIC) wurden Mutationen in Genen, die hepatobiliäre Transportproteine kodieren, 
identifiziert. PFI ist eine autosomal rezessiv erbliche schwere cholestatische Lebererkrankung 
mit Manifestation in der Kindheit, die frühzeitig zu Leberzirrhose führt. PFIC wird in 3 
genotypisch und phänotypisch unterschiedliche Formen eingeteilt (PFIC Typ 1-3) (58-67). 
Eine Übersicht über die beschriebenen Gendefekte und die resultierenden Ausfälle der 
jeweiligen kanalikulären Transporter gibt Abbildung 1 (61). 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der hepatozellulären kanalikulären Transporterdefekte bei pro-
gressiver familiärer intrahepatischer Cholestase und verwandten cholestatischen Lebererkrankungen (61) 
Progressive familiäre intrahepatische Cholestase Typ 1 (PFIC 1) und benigne rekurrierende intrahepatische 
Cholestase (BRIC) treten bei Mutationen des familiäre intrahepatische Cholestase 1 (FIC1) oder ATPB8 Gens 
auf. FIC1 kodiert für eine P-type ATPase, die wahrscheinlich für die Aminophospholipidtranslokation ver-
antwortlich  ist. Die Pathophysiologie der Cholestaseentstehung ist unklar. Progressive familiäre intrahepatische 
Cholestase Typ 2 (PFIC 2) entsteht durch Mutationen auf dem ABCB11 Gen. Es resultiert ein Ausfall des ATP-
abhängigen kanalikulären Gallensäuretransporters (bile salt export pump, BSEP). Mutationen auf dem ABCB4 
Gen, das für den biliären Phosphatidylcholintransporter multidrug resistance 3 P-Glycoprotein (MDR3) kodiert, 
stehen in Zusammenhang mit dem Auftreten von progressiver familiärer intrahepatischer  Cholestase Typ 3 
(PFIC 3) und intrahepatischer Schwangerschaftscholestase (intrahepatic cholestasis of pregnancy, ICP). 
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Die ersten Mutationen wurden im familiäre intrahepatische Cholestase 1 (FIC1) oder ATPB8 
Gen auf Chromosom 18q21-22  beschrieben. FIC1 Defekte werden sowohl für PFIC Typ 1 
als auch für die benigne rekurrierende intrahepatische Cholestase (BRIC), eine nicht 
progrediente episodenhafte cholestatische Lebererkrankung mit guter Prognose, verantwort-
lich gemacht. Bei der benignen rekurrierenden intrahepatischen Cholestase handelt es sich 
wahrscheinlich um eine Unterform der PFIC Typ 1, welche bei Mutationen auftritt, die nur zu 
einer partiellen Inaktivierung von FIC1 führen (68-73). FIC1 kodiert für eine P-type ATPase, 
die hauptsächlich in Ileum, Pankreas und Cholangiozyten lokalisiert ist. Das Protein funk-
tioniert vermutlich als Aminophospholipidtranslokase. Ihm wird eine wichtige Rolle bei der 
enterohepatischen Zirkulation von Gallensäuren zugeschrieben (65). Während dies die 
extrahepatische Symptomatik von PFIC 1 wie Diarrhoen und Fettmalabsorption erklärt, bleibt 
der pathophysiologische Zusammenhang zwischen Mutationen im FIC1 Gen und der 
Entwicklung einer Cholestase unklar (74).  
PFIC 2 umfasst eine Gruppe von Patienten mit einem genetischen Defekt im ABCB11 Gen 
auf Chromosom 2q24 (75). Das betroffene Gen kodiert für den hepatischen ATP-abhängigen 
Gallensalztransporter (bile salt export pump, BSEP) (76). Dieser, aufgrund seiner engen 
Verwandtschaft zur MDR P-Glycoprotein Familie zunächst als sister of P-Glycoprotein (spgp) 
bezeichnete (77), ATP binding cassette (ABC) Transporter wird hauptsächlich in der 
kanalikulären Hepatozytenmembran exprimiert (78). Bei Ausfall von BSEP kommt es 
aufgrund der fehlenden Gallensäurensekretion zu zellulären Schäden durch die Akkumulation 
von Gallensäuren im Hepatozyten (79). Das BSEP Protein gehört zur Gruppe B (MDR/TAP-
Familie) der ABC Transporter (80). Es zeigt einen typischen Aufbau mit zwei hydrophoben 
homologen Transmembrandomänen (TMD), die aus jeweils sechs Membran durchziehenden 
Helices bestehen und eine Pore in der Plasmamembran formen (81). Die beiden Nukleotid 
bindenden Domänen (NBD) dienen der Bindung und Hydrolyse von ATP. Zwischen den 
Nukleotid bindenden Domänen und den Transmembrandomänen liegt ein intrazellulärer 
Abschnitt. Abbildung 2 (62) zeigt schematisch den Aufbau des BSEP Proteins. Die bislang 
bei PFIC 2 Patienten beschriebenen Mutationen sind durch Sterne markiert. Auch Mutationen 
in der die Genexpression regulierenden Promotorregion des ABCB11 Gens können 
möglicherweise zu einem PFIC 2 ähnlichen Phänotyp führen (82-84). 
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Abbildung 2: Transmembranstruktur des kanalikulären Gallensäuretransporters                                   
(bile salt export pump, BSEP)  (62) 
Die Lokalisationen der beschriebenen Mutationen bei progressiver familiärer intrahepatischer Cholestase Typ 2 
sind durch Sterne markiert. 
 
Mutationen auf dem multidrug resistance 3 (MDR3) oder ABCB4 Gen auf Chromosom 7q21 
werden als Ursache für PFIC Typ 3 angesehen.  Der ABC Transporter MDR3 bildet die 
Klasse III der humanen P-Glycoproteine. MDR3 spielt keine Rolle bei der Übertragung von 
Mehrfachresistenz gegenüber Chemotherapeutika (multidrug resistance, MDR) (85, 86). 
Vielmehr transloziert MDR3 als ATP-abhängige Flippase selektiv Phospholipide vom inneren 
in den äußeren Layer der kanalikulären Hepatozytenmembran (87-94). MDR3 lagert 
Phosphatidylcholin zu Mikrodomänen in der kanalikulären Membran zusammen, mit denen 
intrakanalikuläre Gallensäuren unter Bildung von Vesikeln und gemischten Mizellen (95, 96) 
interagieren. Die toxische Wirkung der Gallensäurenmonomere wird dadurch gemildert. Bei 
Patienten mit ABCB4 Mutationen ist die kanalikuläre Expression des MDR3 Proteins 
verringert oder fehlt völlig. Die Galle von MDR3 defizienten Patienten ist daher 
phosphatidylcholinarm, zeigt aber einen normalen Gallensäurengehalt (97). Der Schutz des 
biliären Epithels gegen Gallensäuren ist reduziert (98, 99), und es kommt zu portaler 
Entzündung und duktaler Proliferation. Das Enzym γ-Glutamyltransferase (γ-GT) wird aus 
dem biliären Epithel gelöst. Es resultiert ein erhöhter Serum γ-GT-Wert, dessen Erfassung zur 
Unterscheidung der Erkrankung von PFIC Typ 1 und Typ 2 differenzialdiagnostisch wichtig 
ist. Der Aufbau des MDR3 Proteins gleicht dem des BSEP Transporters mit zwei hydrophilen 
Nukleotid bindenden Domänen und zwei hydrophoben Transmembrandomänen, die einen die 
Membran durchziehenden Kanal bilden. Die Transmembranstruktur des MDR3 Proteins wird 
aus Abbildung 3 (62) ersichtlich. Die Sterne markieren die bereits bei PFIC 3 Patienten 
beschriebenen Mutationen. 
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Abbildung 3: Transmembranstruktur des kanalikulären Phosphatidylcholintransporters (multidrug 
resistance 3 P-Glycoprotein, MDR3) (62) 
Die bereits identifizierten Mutationen bei Patienten mit progressiver familiärer intrahepatischer Cholestase Typ 3 
sind durch Sterne markiert. 
 
Für die biliäre Sekretion von Cholesterin ist der kürzlich identifizierte Transporter 
ABCG5/G8 notwendig, der Cholesterin in das kanalikuläre Lumen transloziert (96, 100). 
Cholesterin wird hauptsächlich in Phosphatidylcholinvesikeln und zu einem kleineren Teil in 
gemischten Mizellen aus Gallensalzen und Phospholipiden transportiert. Dementsprechend 
kann Cholesterin nur in Gegenwart von Phosphatidylcholin in die wässrige Galle auf-
genommen werden (96, 101, 102). Aus diesem Grund werden genetische Varianten des 
Phosphatidylcholintransporters MDR3 auch für ein erhöhtes Risiko für die Bildung von 
Cholesteringallensteinen verantwortlich gemacht (103-105). 
Bei Müttern von Kindern mit PFIC oder BRIC wurde eine erhöhte Inzidenz der 
intrahepatischen Schwangerschaftscholestase beschrieben (63, 71, 99, 106). Die Annahme, 
dass heterozygote Mutationen hepatobiliärer Transportproteine zur Schwangerschafts-
cholestase prädisponieren können, liegt daher nahe. Bei diesen Patientinnen können 
Hormoneinflüsse auf die Transportproteine während der Schwangerschaft nicht durch eine 
Steigerung der Transporteraktivitäten ausgeglichen werden. Es kommt zur Dekompensation 
des heterozygoten Status mit klinischer Manifestation einer Cholestase (107). 
 
Ziele der Dissertation 
 
In der vorliegenden Dissertation soll die genetische Grundlage der Manifestation einer 
intrahepatischen Schwangerschaftscholestase untersucht werden. Bei einzelnen Patientinnen 
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wurden Heterozygotien im ABCB4 Gen, das für kanalikulären Phosphatidylcholintransporter 
MDR3 kodiert, beschrieben. Die Identifizierung häufiger Gendefekte steht jedoch noch aus. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, ein schwedisch-deutsches Patientenkollektiv 
auf Mutationen in hepatokanalikulären Transportproteinen zu untersuchen, die zur 
intrahepatischen Schwangerschaftscholestase prädisponieren können. Dazu wurde das 
Patientenkollektiv in Abhängigkeit vom γ-GT-Wert in zwei Gruppen eingeteilt. Patientinnen 
mit einer erhöhten γ-GT bildeten die Untergruppe möglicher Trägerinnen einer Heterozygotie 
im ABCB4 Gen. Bei der Mutationsanalyse wurden zum einen die bereits bekannten 
Mutationen 1712delT und 1632 C>A in Exon 14 und C2901T in Exon 23 berücksichtigt. 
Zusätzlich wurden alle Exons des ABCB4 Gens auf neue Mutationen, die in Zusammenhang 
mit dem Auftreten einer ICP stehen können, gescreent. Weiterhin galt es, bei der 
Patientengruppe mit normalen γ-GT-Werten Mutationen aufzudecken. Da BSEP der 
wichtigste kanalikuläre Gallensäuretransporter ist und ein partieller Funktionsverlust dieses 
Transportproteins die Manifestation einer Schwangerschaftscholestase hinreichend erklären 
würde, lag es nahe, das ABCB11 Gen auf heterozygote Mutationen zu untersuchen, die einen 
Einfluss auf die Manifestation einer Schwangerschaftscholestase haben könnten.  
Anhand der Erfassung laborchemischer Parameter sollte weiterhin festgestellt werden, welche 
Werte für die Diagnosestellung einer ICP und die Verlaufsbeurteilung nützlich sind. 
Außerdem waren mögliche Korrelationen zwischen den verschiedenen Laborwerten sowie 
zwischen klinischen Charakteristika und laborchemischen Parametern zu erarbeiten. 
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2 Untersuchungsgut und Methodik  
 
 
2.1 Patientenkollektiv 
 
Das Untersuchungsgut stellten zum einen Serumproben von zwischen September 1999 und 
August 2000 im Sahlgrehn's University Hospital Göteborg behandelten schwedischen 
Patientinnen dar, bei denen ein klinisch und laborchemisch begründeter Verdacht auf eine ICP 
bestand. Zum anderen wurden mit EDTA versetzte Blutproben deutscher Patientinnen 
untersucht. Diese Patientinnen wurden im Rahmen einer Studie zu Lebererkrankungen in der 
Schwangerschaft erfasst, die von Oktober 2000 bis März 2001 von der Medizinischen Klinik 
III und der Frauenklinik der Rheinisch-Westfälisch Technischen Hochschule Aachen 
durchgeführt wurde. ICP wurde diagnostiziert bei einem Auftreten von Pruritus im 3. 
Trimester der Schwangerschaft mit Serumgallensäuren >10 µmol / l nach Ausschluss anderer 
Erkrankungen mit ähnlicher Symptomatik. Bei Pruritus in der Spätschwangerschaft waren 
differenzialdiagnostisch Hauterkrankungen und Allergien auszuschließen. Lagen patholo-
gische Leberfunktionstests vor, mussten virale Hepatitiden, Autoimmunhepatitis, primär 
biliäre Zirrhose, Cholelithiasis mit extrahepatischem Verschlussikterus sowie ein HELLP-
Syndrom in Betracht gezogen werden (108). Patientinnen mit anderweitiger Lebererkrankung 
wurden aus der Studie ausgeschlossen. 
Die Patientinnen wurden über die Verwendung des Probenmaterials gemäß der geltenden 
Richtlinien der Ethikkommission aufgeklärt und gaben ihr Einverständnis für die Teilnahme 
an der Studie. Zur Durchführung der Studie lag ein Votum der Ethikkommission der 
Medizinischen Fakultät der RWTH Aachen (Az EK 2008 vom 27.07.2001) vor.  
Die Serumproben wurden zentrifugiert, abpipettiert und bei –20° C eingefroren. Das EDTA-
Blut wurde bei 4° C gelagert. 
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2.2 DNA-Extraktion aus EDTA-Blut und Serum 
 
2.2.1 DNA-Extraktion mit dem QIA Amp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) 
 
Aus 200 µl Blut können durchschnittlich 5 µg DNA isoliert werden. Die entsprechende 
Menge Serum enthält weniger als 1 µg DNA, daher wurde die DNA-Extraktion aus Serum 
nach einem modifizierten Versuchsprotokoll durchgeführt. 
200 µl EDTA-Blut oder Serum wurden in 20 µl Protease und 200 µl AL-Puffer gelöst und zur 
vollständigen Lyse der Zellen 10 Minuten bei 56° C inkubiert. Zum Ausfällen der DNA 
wurde die Probe mit 200 µl Ethanol gemischt. Die Probe wurde vorsichtig zentral auf eine 
QIA amp Spin Column, eine Säule mit einer Silika-Gel-Membran, gegeben und zur 
Absorption der DNA bei 13000 Umdrehungen pro Minute (U / min) 1 Minute zentrifugiert. 
Dieser Schritt wurde zur Erzielung höherer DNA-Erträge bei der DNA-Isolierung aus Serum 
wiederholt. Das Filtrat wurde verworfen. Zur vollständigen Reinigung der Membran folgten 2 
Waschschritte mit 500 µl Puffer AW1 beziehungsweise AW2 und einem jeweils einminütigen  
Zentrifugationsschritt bei  13000 U / min. Der zweite Waschschritt wurde bei der Extraktion 
aus Serum mit dem gleichen Puffer zweimal durchgeführt. Nach jedem Waschschritt wurde 
die Säule in ein sauberes Reaktionsgefäß gesetzt und das Filtrat verworfen. Die DNA wurde 
mit 200 µl AE-Puffer (bei Serumproben mit 50 µl AE-Puffer) eluiert, 5 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und anschließend 1 Minute bei 13000 U / min zentrifugiert, um die 
eluierte DNA aus der Membran zu lösen. Die in AE-Puffer gelöste DNA wurde bei –20° C 
gelagert. 
 
2.2.2 DNA-Extraktion mit dem DNA-Easy Kit (Invitrogen) 
 
Für den Serumproteinverdau wurden 350 µl Serum mit 5 µl Protein Degrader für 10 Minuten 
bei 56° C inkubiert. Die Lösung wurde mit dem lysierenden Reagenz Solution A gemischt 
und für 6 Minuten bei 65° C inkubiert. Daraufhin wurden 900 µl Chloroform hinzugefügt. 
Nach gründlichem Schütteln (Vortex) wurden 200 µl Solution B hinzugegeben und die 
Mischung wurde wiederum gut geschüttelt. Zur Trennung des Gemisches in 2 Phasen mit 
einer soliden Interphase wurde 10 Minuten bei 13000 U / min zentrifugiert. Die obere, 
wässrige DNA-Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, Proteine und Lipide (Se-
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diment) und die organische Chloroformphase wurden verworfen. Zur DNA-Phase wurde 1 ml 
Ethanol absolut p.a. hinzugefügt, und die Probe wurde bis zur Bildung eines DNA-
Präzipitates gemischt (Vortex). Nach fünfminütiger Zentrifugation bei 13000 U / min wurde 
der Überstand verworfen und der Schritt mit 70 %igem Ethanol wiederholt. Die 
Ethanollösung wurde vollständig entfernt und das DNA-Sediment bei Raumtemperatur 
getrocknet. Das Sediment wurde in 150 µl TE-Puffer resuspendiert und 5 Minuten bei 65° C 
inkubiert. Die gelöste DNA wurde bei –20° C aufbewahrt.
 
2.3 Genotypisierung 
 
2.3.1 Durchführung der PCR 
 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine etablierte molekularbiologische Methode, die es 
erlaubt, ausgehend von äußerst geringen Mengen DNA in vitro große Mengen einer Ziel-
sequenz zu produzieren (109, 110). Es kommt theoretisch zu einem exponentiellen Anstieg 
der Kopien der gewünschten DNA nach n Zyklen auf die 2n fache Menge. Notwendig hierfür 
sind neben dem genetischen Ausgangsmaterial Oligonukleotide, so genannte Primer. Diese 
binden als Startsequenzen spezifisch an die den zu amplifizierenden Genabschnitt 
flankierenden Sequenzen. Ausgehend von den Primern wird in Anwesenheit von Desoxy-
ribonkleotiden (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) die zuvor in Einzelstränge getrennte DNA 
während der natürlichen DNA-Replikation in 5’-3’-Richtung erneut zum Doppelstrang auf-
polymerisiert. Eine Pufferlösung stellt das Reaktionsmilieu für das verwendete Enzym, die 
thermostabile Taq DNA-Polymerase, dar. Die DNA-Amplifikation erfolgt in 20-40 Zyklen 
von Denaturierung, das heißt Trennung der DNA-Doppelstränge, Hybridisierung 
(„Annealing“), komplementärer Anlagerung der Startsequenz, und Polymerisierung, dem 
eigentlichen Amplifikationsvorgang, bei jeweils definierten Temperaturen. Das Hauptprodukt 
der Amplifizierung ist ein DNA-Segment, dessen Enden den 5’-Enden der Primer 
entsprechen.                                                                                                                                    
Die Oligonukleotide zur Vervielfältigung der insgesamt 3924 bp der 27 kodierenden Exons 
des ABCB4 (MDR3) Gens wurden anhand der von Dixon et al. (107) angegebenen Sequenzen 
synthetisiert. Bei frustraner Amplifikation eines Exons wurden mit Hilfe des Programms 
Primer Express (PE Biosystems) in der cDNA um einige Basen verschobene Primer erstellt. 
Die Oligonukleotide zur Amplifizierung der 28 Exons (4771 bp) und der Promotorregion des 
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ABCB11 Gens wurden ebenfalls mit dem Programm Primer Express erstellt. Über das 
National Center for Biotechnology Information Database (http:www.ncbi.nih.gov/web/ 
search/index.html) erhält man Zugriff auf die Sequenzen des ABCB4 und ABCB11 Gens. 
Exon-Intron-Grenzen wurden durch den Vergleich genomischer DNA-Sequenzen mit den 
kodierenden DNA-Sequenzen identifiziert (GenBank Accession Numbers AC005045, 
AC005068, AC006154 (ABCB4); AC069165, AC008177, AF190696 (ABCB11)). Die 
ausgewählten Primer für das ABCB4 Gen sind in Tabelle 10 im Anhang aufgeführt. Die 
Oligonukleotide zur Amplifikation des ABCB11 Gens werden aus Tabelle 11 ersichtlich. 
Weiterhin sind in Tabelle 10 bzw. Tabelle 11 die Lage und die Länge der einzelnen Exons 
sowie die Größe der Amplifikate gezeigt. 
Die DNA von 2 Patientinnen mit normaler γ-GT wurde auf Mutationen im ABCB11 Gen 
untersucht; bei 2 Patientinnen mit einer erhöhten γ-GT wurden alle Exons des ABCB4 
(MDR3) Gens amplifiziert. Zur Amplifikation der Exons des ABCB4 bzw. des ABCB11 Gens 
mit DNA aus EDTA-Blut wurden jeweils 50 µl PCR-Ansätze mit den in Tabelle 1 
angegebenen Zusammensetzungen verwendet. 
 
Tabelle 1: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes zur Amplifikation von DNA-Fragmenten der          
ABCB4 und ABCB11 Gene aus EDTA-Blut 
 
PCR-Ansatz 1 
    
     2 µl DNA 
     5 µl 10 x Puffer + Magnesiumchlorid (15 mmol / l) 
     3 µl Magnesiumchlorid (25 mmol / l) 
  0,8 µl dNTP Lösung (10 mmol / l je Nukleotid) 
     1 µl Primer Forward (10 pmol / µl) 
     1 µl Primer Reverse (10 pmol / µl) 
  0,5 µl Taq-Polymerase (4 U / µl) 
     5 µl Cresol Rot 
31,5 µl H2O 
  
 
Eine Negativprobe (PCR-Ansatz ohne DNA-Zugabe) wurde bei allen Versuchsansätzen 
mitgeführt, um eine falsch positive Amplifikation durch DNA-Kontamination erkennen zu 
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können. Bei PCR-Ansätzen mit DNA aus Serum wurde zusätzlich als Positivkontrolle die aus 
EDTA-Blut isolierte DNA einer gesunden Kontrollperson amplifiziert. Dadurch konnte bei 
Misslingen der Amplifikation aus Serum ein möglicher Fehler des PCR-Ansatzes oder der 
Reaktionsbedingungen ausgeschlossen werden, da in diesen Fällen auch die Amplifikation der 
Kontrollprobe ausbliebe. 
In Abhängigkeit von der Schmelztemperatur Tm der Oligonukleotide wurden zwei 
verschiedene PCR-Programme zur Amplifikation der verschiedenen Exons gewählt. Die PCR 
wurde unter den aus Tabelle 2  ersichtlichen Standardbedingungen durchgeführt. 
 
Tabelle 2: PCR-Programme, PCR 1 und 2 
 
   Pogramm 1  Pogramm 2 
          
1. 94˚ C 2 min Erste Denaturierung 94˚ C 2 min 
2. 94˚ C 40 sec Zyklische Denaturierung 94˚ C 40 sec 
3. 57˚ C 30 sec Zyklische Primerhybridisierung 59˚ C 30 sec 
4. 72˚ C 1 min Zyklische Polymerisierung 72˚ C 1 min 
2.– 4. 40 Zyklen   35 Zyklen  
5. 72˚ C 5 min Letzte Polymerisierung 72˚ C 5 min 
6. 04˚ C Pause Lagerung  04˚ C Pause 
            
 
Das für das jeweilige Exon des ABCB4 Gens verwendete PCR-Programm wird aus Tabelle 10 
im Anhang ersichtlich. Die Amplifikation des ABCB11 Gens wurde für alle Exons nach dem 
PCR-Programm 2 (Tabelle 2) durchgeführt. 
Eine DNA-Amplifikation aus derart geringen Mengen von Ausgangssubstanz, wie sie aus 
Serum zu isolieren sind, ist schwierig durchzuführen. Daher wurde bei der Untersuchung der 
Serumproben auf ein Mutationsscreening des gesamten ABCB4 Gens verzichtet. Die DNA 
wurde lediglich auf die bei ICP Patientinnen zuvor beschriebenen Mutationen in Exon 14  
sowie auf die bei einer Patientin dieser Studie detektierte Mutation in Exon 9 (siehe Kapitel 3) 
untersucht.  
Zur Amplifikation der Exons 9 und 14 des ABCB4 Gens aus DNA aus Serum wurden 20 µl 
PCR-Ansätze mit der in Tabelle 3 angegebenen Zusammensetzung verwendet. 
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Tabelle 3: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes zur Amplifikation von DNA-Fragmenten                       
des ABCB4 Gens aus Serum 
 
PCR-Ansatz 2 
    
   6 µl DNA 
   2 µl 10x Puffer ohne Magnesiumchlorid  
4,8 µl Magnesiumchlorid (25 mmol / l) 
0,8 µl dNTP Lösung (10 mmol / l) 
   1 µl Primer Forward (10 pmol / µl) 
   1 µl Primer Reverse (10 pmol / µl) 
0,5 µl Taq-Polymerase (4 U / µl) 
3,9 µl H2O 
    
 
Die Amplifikation erfolgte nach den in Tabelle 2 angegebenen Reaktionsbedingungen des 
PCR-Programms 1. 
Zur Erhöhung der Empfindlichkeit und Spezifität einer DNA-Amplifikation kann eine 
verschachtelte (nested) PCR durchgeführt werden. Dabei werden für eine zweite PCR Primer 
entworfen, die innerhalb des Abschnittes hybridisieren, der vom Primerpaar der ersten PCR 
vorgegeben wird. Das PCR-Produkt der ersten Amplifizierung dient der zweiten PCR als 
Matrize; die unspezifischen Produkte der ersten PCR werden dagegen nicht amplifiziert, da 
sie keine komplementären Sequenzen für die inneren Primer bieten. Da aus Serum eine 
deutlich geringere Menge DNA als aus Vollblut isoliert werden kann (siehe Kapitel 2.2), 
wurde zur Amplifikation der Exons 9 und 14 des ABCB4 Gens aus Serumproben eine 
verschachtelte PCR mit den in Tabelle 12 im Anhang angegeben Primern verwendet. Die 
PCR erfolgte nach dem PCR-Ansatz 2 (Tabelle 3). Im Ansatz der 2. PCR wurden statt der aus  
Serum isolierten DNA 6 µl des in Aqua bidest. in einem Verhältnis von 1:100 verdünnten 
PCR-Produktes der 1. PCR eingesetzt. Die PCR für Exon 9 wurde unter den Bedingungen des 
PCR-Programms 1 (Tabelle 2) durchgeführt. Exon 14 wurde nach dem PCR-Programm 2 
(Tabelle 2) amplifiziert. Bei Proben, deren Amplifikation keine hinreichend deutlichen 
Banden ergab, wurde die PCR unter den gleichen Bedingungen wiederholt. Führte auch dies 
nicht zur Vervielfältigung eines spezifischen Produktes, wurden PCR-Ansätze mit 
verschiedenen Magnesiumchloridkonzentrationen gewählt (1,5 mM bis 8 mM, Änderung in 
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0,5 mM Schritten) und die Annealingtemperatur wurde in 1° C-Schritten zwischen 54° C und 
59° C verändert. Die Zyklenzahl wurde bei PCR-Programm 2 von 35 auf 40 Zyklen erhöht, 
und die Dauer der einzelnen Reaktionsschritte wurde verlängert. 
 
2.3.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten 
 
PCR-Produkte lassen sich durch eine elektrophoretische Auftrennung und anschließende 
Fluoreszenzfärbung mit Ethidiumbromid sichtbar machen. Ethidiumbromid gehört zu den 
sequenzunspezifisch bindenden Fluoreszenzfarbstoffen, die zwischen den einzelnen Basen-
paaren eines doppelsträngigen DNA-Moleküls interkalieren. Bei Bestrahlung eines ethidium-
bromidhaltigen Gels mit UV-Licht kommt es daher zu einer rot-orangen Fluoreszenz der 
DNA-Banden. Die Auftrennung der PCR-Produkte wird durch die unterschiedliche Wande-
rung geladener Moleküle in einem elektrischen Feld erreicht. Als elektrisch neutrales 
Trägermedium wird ein Agarosegel verwendet. Da Nukleinsäuren bei neutralem pH-Werten 
negativ geladen sind, wandern sie bei Anlegen einer Spannung an eine Gelmatrix zur Anode. 
Dies geschieht umso langsamer, je größer das Molekül und je kleiner die Poren des Gels sind. 
Durch Variation der Agarosekonzentration können in Agarosegelen Fragmente unterschied-
licher Länge aufgetrennt werden. Für die 129 bis 640 bp langen amplifizierten Fragmente 
wurde ein 2 %iges Agarosegel verwendet. 
Die PCR-Produkte wurden, soweit nicht im PCR-Ansatz bereits saccharosehaltige Cresol Rot-
Lösung hinzugefügt worden war, mit 3 µl Ladepuffer gemischt auf das Agarosegel 
aufgetragen. Der Ladepuffer bewirkt ein besseres Absinken der Proben in die Geltaschen und 
markiert die Elektrophoresefront. Zur Abschätzung der Basenpaarlänge der zu unter-
suchenden DNA-Fragmente wurde ein Molekulargewichtsmarker, der aus DNA-Fragmenten 
bekannter Länge besteht, aufgetragen. Es wurden 2 µl einer Mischung aus 1 µl Ladepuffer 
und 10 µl Marker IX oder 6 µl einer 100 bp-Leiter in einer Verdünnung von 2 µl Marker in 1 
µl Ladepuffer und 3 µl  Aqua bidest. verwendet. Die Gelelektrophorese wurde bei 80-140 
Volt für 40-90 Minuten durchgeführt. Anschließend wurde das Gel unter UV-Licht 
fotografiert. 
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2.3.3 Elution von DNA aus Agarosegelen 
 
Für die Sequenzierung können DNA-Fragmente mit einer Ausbeute von 70-80 % aus dem 
Agarosegel extrahiert werden. Die Elution der DNA aus Agarose wurde mit dem QIA quick 
Gel Extraction Kit (Qiagen) durchgeführt. Dazu wurde die gewünschte DNA-Bande unter 
UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten und die Agarose durch eine zehnminütige 
Inkubation bei 50° C in 3 Gelvolumen QG-Puffer gelöst. Um eine optimale Bindung der 
DNA an die Silikaoberfläche der verwendeten Säule sicherzustellen, musste der pH der 
Lösung kleiner als 7,5 sein. Bei Vorliegen eines zu hohen pH-Wertes erfolgte eine Einstellung 
mit 3 M Natriumacetat. Danach wurde die Lösung mit einem Gelvolumen Isopropanol 
gemischt und zentral auf eine QIA quick Spin Column gegeben. Zur Adsorption der DNA an 
die Glasmilchsäule wurde 1 Minute bei 13000 U  / min zentrifugiert. Zur Entfernung von 
Agaroseresten wurden 500 µl QG-Puffer auf die Säule gegeben und wiederum 1 Minute bei 
13000 U / min zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt mit 750 µl PE-Puffer und 1 Minute 
Zentrifugieren. Nach jedem Schritt wurde das Filtrat verworfen. Um den Puffer vollständig zu 
entfernen, wurde nach dem letzten Schritt zweimal zentrifugiert. DNA aus Serumproben 
wurde in 50 µl, DNA aus Blutproben in 100 µl Elutionspuffer (Puffer EB) gelöst und danach 
1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Lösung der Probe aus der Silikamembran wurde 
1 Minute bei 13000 U / min zentrifugiert. Die eluierte DNA wurde bei –20° C gelagert. 
 
2.3.4 Quantifizierung des DNA-Gehaltes 
 
Um die DNA-Menge für den Sequenzierungsansatz zu bestimmen, muss die Konzentration 
der DNA aus der Gelextraktion gemessen werden. Dies erfolgte semiquantitativ mit Hilfe 
eines Schätzgels. Dazu wurden 5 µl des PCR-Produktes mit 5 µl Aqua bidest. und 2 µl 
Ladepuffer auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen. Als Standard dienten 2 µl des 
Molekulargewichtsmarkers IX (Verdünnung siehe Kapitel 2.3.2). Die Gelelektrophorese 
wurde bei 80-100 Volt für etwa 40 Minuten durchgeführt und die aufgetrennte DNA unter 
UV-Licht detektiert. Anhand der Intensität der Banden im Vergleich zum Standard konnte der 
DNA-Gehalt der Proben abgeschätzt werden.  
Alternativ wurde die DNA-Konzentration quantitativ mit dem Fluorometer gemessen. DNA-
Mengen ab 25 pg / ml lassen sich mit dem Fluorometer quantifizieren. Man macht sich dabei 
die Eigenschaft fluoreszierender Moleküle zunutze, Licht zu emittieren, nachdem sie durch 
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Energiezufuhr angeregt werden. Nach Markierung der DNA mit dem Farbstoff Pico Green 
kann die DNA-Menge durch Messung der Fluoreszenz ermittelt werden. Als Standard der 
Messreihe wurde bakteriophage λ-DNA in einer definierten Konzentration von 2 µg / ml 
Arbeitslösung eingesetzt. Im Vergleich zur Standardlösung wurde die DNA-Konzentration 
der Proben bestimmt. 
 
2.3.5 DNA-Sequenzierung 
 
Die enzymatische DNA-Sequenzierung mit der Kettenabbruchsmethode nach Sanger (111) ist 
eine Methode zur Aufklärung der genauen Basenfolge eines kurzen DNA-Abschnittes. Dabei 
verlängert eine DNA-Polymerase die Primer mit den 4 Desoxynukleosidtriphosphatmolekülen 
(dNTP) entlang einer einzelsträngigen Matrize. Ein Einbau von Didesoxynukleosidtri-
phosphaten (ddNTP) führt zu einem zufälligen Abbruch der Polymerisierung. Dadurch 
entstehen unterschiedlich große DNA-Fragmente. Die ddNTPs sind mit verschiedenen 
Fluoreszenzfarbstoffen markiert, so dass die Basen an den Abbruchstellen anhand ihrer 
Fluoreszenz vom Laser des automatischen Sequenzierers identifiziert werden können.  
Für die Sequenzierungs-PCR wurden 10-100 ng DNA mit 4 µl ABI PRISM Big Dye 
Terminator Ready Reaction Mix sowie 1 µl des entsprechenden Primers gemischt und mit 
Aqua bidest. auf 25 µl aufgefüllt. In 25 Zyklen wurde der PCR-Ansatz wie folgt linear 
amplifiziert: 96° C / 20 sec, 50° C / 20 sec, 60° C / 4 min. Da das PCR-Produkt erhebliche 
Verunreinigungen durch dNTPs, ddNTPs, Primer und unspezifische Reaktionsprodukte auf-
weist, muss vor der Sequenzierung ein Reinigungsschritt in Form einer Ethanol- / Natrium-
acetatfällung erfolgen. Dazu wurden die PCR-Produkte mit 10 µl Natriumacetat, 250 µl 
Ethanol und 80 µl destilliertem Wasser gemischt und nach gründlichem Schütteln im Vortex 
25 Minuten bei 13000 U / min zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abpipettiert. Das 
Pellet wurde mit 300 µl 70 %igem Ethanol gewaschen und 8 Minuten bei 13000 U / min 
zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand wiederum abpipettiert und die aufgereinigte 
DNA bei Raumtemperatur getrocknet. Das Sediment wurde bei –20° C gelagert.  
Kurz vor der kapillarelektrophoretischen Auftrennung im automatischen Kapillarsequenzierer 
ABI PRISM 310 Genetic Analyser (PE Biosystems) wurde die DNA in 24 µl Template 
Supression Reagent gelöst und 1 Minute bei 90° C denaturiert. Zur Auswertung der 
Fluoreszenzsignale wurde die Software Sequencing Analysis (PE Biosystems) verwendet. Die 
Sequenzanalysen erfolgten durch Vergleich der erhaltenen Sequenz mit der veröffentlichten 
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Konsensussequenz (GenBank Accession Numbers M23234 (ABCB4); XM_002544, 
AF190696 (ABCB11)) mit Hilfe des Programms BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 
(http://www.ncbi. nlm.nih.gov/BLAST/). 
 
2.3.6 Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (RFLP) 
 
Nach Durchführung einer PCR kann ein Amplifikat mit Restriktionsenzymen geschnitten 
werden, um daraufhin in der elektrophoretischen Auftrennung zu ermitteln, ob eine bestimmte 
Restriktionsenzymschnittstelle vorhanden ist. Das verwendete Restriktionsenzym BamHI 
erkennt die Sequenz GGATCC. Diese Sequenz befindet sich in Exon 9 des ABCB4 Gens an 
der Position 955 bis 960. Das Enzym schneidet die DNA dieser Sequenz zwischen den 
Nukleotiden 955 und 956.  
              
 G G A T C C 
  
Das 329 bp lange PCR-Produkt der Amplifikation von Exon 9 wird bei Verdau mit dem 
Restriktionsenzym BamHI in zwei Fragmente mit Längen von 147 und 182 bp geschnitten. 
Eine Veränderung der durch das Enzym erkannten Sequenz, wie die bei einer Patientin dieser 
Studie beschriebene C>T Transversion in Nukleotid 959 (siehe Kapitel 3), führt zur einer 
Entfernung der Restriktionsenzymschnittstelle.  
                       
 G G A T T C 
 
Diese wird an einer fehlenden elektrophoretischen Auftrennung des Amplifikates in zwei 
Fragmente erkennbar.  
Exon 9 des ABCB4 Gens wurde für den Restriktionsverdau in einem 20 µl PCR-Ansatz mit 
der in Tabelle 4 angegeben Zusammensetzung amplifiziert. 
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Tabelle 4: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes zur DNA-Amplifikation für den Restriktionsverdau 
 
PCR-Ansatz 3 
    
     3 µl DNA 
     2 µl 10 x Puffer 
  1,2 µl Magnesiumchlorid (25 mmol / l) 
  0,8 µl dNTP Lösung (10 mmol / l) 
     1 µl Primer Forward (10 pmol / µl) 
     1 µl Primer Reverse (10 pmol / µl) 
  0,5 µl Taq-Polymerase (4 U / µl) 
10,5 µl H2O 
    
 
Die PCR wurde in 35 Zyklen nach PCR-Programm 1 (Tabelle 2) durchgeführt. Der Verdau 
des PCR-Produktes erfolgte mit 1 µl  der Restriktionsendonuklease BamHI (20 U / µl ) in 
einem 50 µl Ansatz mit 1x Konzentration des NE-Puffers 2 und 100 µl / ml Rinderserum-
albumin (bovine serum albumin, BSA). Nach einer einstündigen Inkubation bei 37° C wurden 
die verdauten PCR-Produkte mit 2 µl Ladepuffer auf ein 2 %iges Agarosegel aufgetragen. Die 
Gelelektrophorese wurde mit einer Spannung von 120 Volt für 60-80 Minuten durchgeführt. 
Anschließend wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert. 
 
2.4 Klinisch-chemische Parameter 
 
Bei allen in die Studie eingeschlossenen Patientinnen wurden mit Routine-Labormethoden die 
Standardleberfunktionsparameter Aspartataminotransferase (AST), γ-Glutamyltransferase (γ-
GT) und Gesamtbilirubin bestimmt. Die Messung der Gesamtgallensäuren im Serum erfolgte 
photometrisch wie von Fausa und Skalhegg beschrieben (112): 3α-Hydroxy-Gallensäuren 
werden mit Hilfe der 3α-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (EC 1.1.1.50) bei alkalischem pH in 
Gegenwart von Hydrazinhydrat vollständig zu den entsprechenden 3-Oxo-Derivaten 
umgesetzt. Gleichzeitig erfolgt eine Reduktion von NAD zu NADH.  
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3α-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase 3α-Oxo- 
Gallensäuren + NADH
3α-Hydroxysteroid- 
Gallensäuren  + NAD
 
Die Menge des reduzierten NAD kann photospektrometrisch anhand des Anstiegs der 
Absorption der Reaktionslösung bei 340 nm bestimmt werden. 
Es wurden jeweils die am stärksten von den Normwerten abweichenden Werte übernommen. 
Als obere Grenzen der Normwertintervalle wurde von folgenden Werten ausgegangen: AST: 
15 U / l, γ-GT: 17 U / l, Gesamtbilirubin: 1,0 mg / dl, Gallensäuren: 10 µmol / l. 
 
2.5 Statistische Analyse 
 
Die erhobenen laborchemischen und klinischen Daten wurden mit Hilfe des Programms SPSS 
Version 11 (SPSS Inc.) paarweise auf Korrelationen untersucht. Es wurde der 
Korrelationskoeffizient R nach Pearson bestimmt. Korrelationen auf einem Niveau von 
p<0,05 wurden als signifikant bezeichnet.  
 
2.6 Geräte und Reagenzien 
 
2.6.1 Geräte und gebrauchsfertige Reagenzien 
 
 Pipetten 10, 100, 200 und 1000 µl   Eppendorf 
 Pipettenspitzen     Eppendorf 
 Reaktionsgefäße 0,5 ml, 1,5 ml und 2,0 ml  Eppendorf 
Thermomixer compact    Eppendorf 
Centrifuge 5415 D     Eppendorf 
Vortex       Heidolph 
 
DNA-Extraktion (QIA amp DNA Blood Mini Kit): 
 QIA amp DNA Blood Mini Kit    Qiagen 
Inhalt: QIAGEN® Protease 
Puffer AL 
Puffer AW1 
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Puffer AW2 
QIA amp Spin Column 
Puffer AE 
Ethanol absolut p.a.     Merck 
 
DNA-Extraktion (Easy–DNA Kit): 
 Easy–DNA Kit     Invitrogen 
Inhalt: Protein Degrader 
Solution A 
Solution B 
  Puffer TE 
Ethanol absolut p.a.     Merck 
Chloroform p.a.     Merck 
 
PCR: 
 10 x PCR-Puffer ohne Magnesiumchlorid  Hybaid 
 10 x PCR-Puffer mit Magnesiumchlorid (15 mM) Hybaid 
Magnesiumchlorid (25 mM)    Hybaid 
 PCR Nukleotid-Mix (dATP, dCTP, dGTP,  
dTTP) 10 mM je dNTP; pH 8,3  Roche 
 Taq DNA-Polymerase (4 U / µl)   Hybaid 
 Primer       MWG Biotech 
 PCR-Cycler      Biometra 
 
Gel-Elektrophorese: 
 Agarose      Roth 
 DNA-Molekulargewichtsmarker    
- Marker IX (250 µg / ml)   Roche 
- 100 bp Leiter (250 µg / ml)  Roche 
TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan)  Roth 
EDTA (ethlylenediaminetetraacetic acid)  Sigma 
Borsäure      Biorad 
Ethidiumbromid (10 mg / ml)   Gibco BRL 
Elektrophoresekammer    Owl Scientific 
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Spannungsquelle     Biorad 
 
DNA-Elution aus Agarosegel: 
 QIA quick Gel Extraction Kit   Qiagen 
 Inhalt: Puffer QG 
  QIA qick Spin Column 
  Puffer PE 
  Puffer EB 
Ethanol absolut p.a.     Merck 
Natriumacetat 3 M (pH 4,6)    Merck 
2-Propanolol p.a.     Merck 
 
DNA-Quantifizierung: 
 Fluorometer      Biorad 
 Pico Green dsDNA quantification reagent 
(Pico Green in Dimethylsulfoxid)  Molecular Probes 
 λ-DNA      Molecular Probes 
20x TE-Puffer (200 mM Tris-HCl,  
20 mM EDTA; pH 7,5)   Molecular Probes 
 
DNA-Sequenzierung: 
 ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle 
Sequencing Ready Reaction Kit  PE Biosystems 
 Inhalt: ABI PRISM Terminator Ready  
Reaction Mix 
 Primer       MWG Biotech 
PCR-Cycler      Biometra 
Ethanol absolut p.a.     Merck 
Natriumacetat 3 M, pH 4,8    Merck 
Template supression Reagent   PE Biosystems 
ABI PRISM 310 Genetic Analyser   PE Biosystems 
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Restriktionsverdau :
 Restriktionsendonuklease BamHI   New England Biolabs 
 BSA (bovine serum albumin)   New England Biolabs 
 NE-Puffer 2 (10 mM Tris-HCl,  
10 mM MgCl2, 50 mM NaCl,  
1 mM Dithiothreitol; pH 7,9)   New England Biolabs 
 
2.6.2 Hergestellte Lösungen 
 
PCR:
 Cresol Rot Lösung: 
Zur Herstellung der Cresol Rot Lösung wurden 4 g Saccharose in 10 ml Aqua 
bidest. gelöst und Cresol Rot in einer Endkonzentration von 0,1 % hinzugefügt. 
 
Gel-Elektrophorese: 
Für die Gel-Elektrophorese wurde das flüssige Gel in einen Gelschlitten gegossen und 
nach Auskühlung in eine mit TBE-Puffer gefüllte Elektrophoresekammer überführt. 
TBE-Puffer: 
Hergestellt wurde der TBE-Puffer in einer 10x Konzentration. Dazu wurden 
108 g Trisbase, 55 g Borsäure und 40 ml EDTA-Lösung (0,5 M; pH 8) mit 
Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefüllt. 
2 %ige Agarose: 
Zur Herstellung eines 2 %igen Agarosegels wurden 2 g Agarose durch 
Aufkochen in 100 ml TBE-Puffer gelöst. Dem  flüssigen Agarosegel  wurden  
3 µl Ethidiumbromid hinzugefügt. 
 Ladepuffer: 
Zur Herstellung des Ladepuffers wurden 1,6 ml Xylencyanolblau, 1,6 ml 
Bromphenolbau und 5 g Ficoll mit Aqua bidest. auf  20 ml aufgefüllt. 
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DNA-Quantifizierung (Schätzgel): 
1 %ige Agarose: 
Die Herstellung eines 1 %igen Agarosegels erfolgte aus 1 g Agarose in 100 ml 
TBE-Puffer. Im flüssigen Agarosegel wurden 3 µl Ethidiumbromid gelöst. 
 
DNA-Quantifizierung (Fluorometer): 
 TE-Puffer:  
TE-Puffer wurde in einer 1x Konzentration hergestellt (10 mM Tris-Base,  
200 mM NaCl, 1 mM EDTA; pH 7,4). 
 Working Solution: 
  Die Working Solution bestand aus 200fach in TE-Puffer verdünntem Pico 
  Green Farbstoff (Pico Green in Dimethylsulfoxid, Molecular Probes). 
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3 Ergebnisse 
 
 
3.1 Patientenkollektiv 
 
3.1.1 Patientencharakteristika 
 
Insgesamt wurden 27 Patientinnen mit ICP in die Studie eingeschlossen. 22 schwedische 
Patientinnen wurden im Sahlgren’s University Hospital Göteborg behandelt, 5 deutsche 
Patientinnen wurden in die Studie der Medizinischen Klinik III und der Frauenklinik des 
Universitätsklinikums der RWTH Aachen eingeschlossen. Die klinischen Charakteristika der 
Patientinnen werden aus Tabelle 5 ersichtlich. 
 
Tabelle 5: Klinische Charakteristika  
 
   N 1 Einheit Minimum Maximum Mittelwert Standard- 
      abweichung
              
Alter 28 Jahre 20 36 28 5 
Einschluss in die Studie 28 SSW 2 28,0 36,7 33,3 2,6 
Gestationsalter bei Geburt 27 SSW 2 33,4 41,6 38,4 2,1 
              
1 Anzahl der Patientinnen, 2 Schwangerschaftsdauer in Schwangerschaftswochen (SSW) 
Das Alter der Patientinnen lag zwischen 20 und 36 Jahren, mit einem durchschnittlichen Alter 
von  28 ± 5 Jahren. Alle Patientinnen wurden im 3. Trimester ihrer Schwangerschaft wegen 
erhöhter Standardleberfunktionstests oder dem Auftreten von Pruritus in die Studie 
eingeschlossen. Der Termin des Einschlusses in die Studie wurde mit dem Zeitpunkt des 
ersten Auftretens der klinischen Symptomatik gleichgesetzt. Der früheste Beginn der 
Symptomatik war in der 28. Schwangerschaftswoche (28,0 SSW), der späteste in der 37. 
Schwangerschaftswoche (36,7 SSW) zu verzeichnen. Im Mittel wurden die Patientinnen in 
der 34. Schwangerschaftswoche (33,3 ± 2,6 SSW) in die Studie aufgenommen. 5 Patientinnen 
(18 %) hatten eine Frühgeburt, definiert als Geburt nach Vollendung der 28. und vor 
Vollendung der 37. Schwangerschaftswoche. Die kürzeste Schwangerschaftsdauer betrug 
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33,4 Schwangerschaftswochen. Es handelte sich dabei um die einzige in die Studie 
eingeschlossene Patientin mit einer Zwillingsschwangerschaft. Der späteste Geburtstermin lag 
in der 42. Woche (41,6 SSW). Im Mittel erfolgte die Geburt in der 39. Schwanger-
schaftswoche (38,4 ± 2,1 SSW). 3 der 28 Patientinnen (11 %) litten unter mehr als einer 
typischen ICP Episode; bei einer dieser Patientinnen kam es zur Manifestation einer ICP in 
allen drei Schwangerschaften. Bei 2 Patientinnen (7 %) war die familiäre Anamnese 
cholestatischer Erkrankungen in der Schwangerschaft positiv: Auch die Mutter einer Patientin 
litt in einer ihrer beiden Schwangerschaften unter Juckreiz. In der Familie einer anderen 
Patientin gaben sowohl die Mutter als auch Tanten und Großmutter mütterlicherseits an, 
ebenfalls an einer Schwangerschaftscholestase erkrankt gewesen zu sein. 
Unter der Diagnose einer Schwangerschaftscholestase werden extrem unterschiedliche 
phänotypische Manifestationen der Erkrankung zusammengefasst. Zur Verdeutlichung dieser 
verschiedenen möglichen Ausprägungen einer ICP werden exemplarisch die Epikrisen zweier 
in die Studie eingeschlossener Patientinnen dargestellt. 
 
Patientin 1:   Im Alter von 23 Jahren stellte sich die Patientin erstmals mit seit 2 Jahren  
rezidivierenden kolikartigen Oberbauchschmerzen in der Medizinischen Klinik III des 
Universitätsklinikums Aachen vor. Die Standarleberfunktionstests lagen im Normwertbereich, 
lediglich die γ-GT war auf 58 U / l erhöht. Sonographisch bestand der Verdacht auf intrahepatische 
Cholesterinsteine und kleine Cholesterinkonkremente in der Gallenblase. Unter unregelmäßiger 
Einnahme von Ursodeoxycholsäure (750 mg / d) kam es zu häufigen Rezidiven der Symptomatik. 3 
Jahre später wurde eine Cholezystektomie durchgeführt. Zudem wurden endoskopisch nach 
Papillotomie Konkremente aus dem Ductus choledochus und den intrahepatischen Gallenwegen 
entfernt. Unter weiterhin unregelmäßiger Medikamenteneinnahme waren die Standardleber-
funktionstests bei Kontrollen intermittierend leicht erhöht. Regelmäßig durchgeführte Abdomensono-
graphien zeigten keine weiteren Auffälligkeiten. Im Alter von 36 Jahren stellte sich die Patientin in der 
29. SSW ihrer ersten Schwangerschaft mit besonders plantar lokalisiertem, nachts akzentuierten 
Pruritus und postprandialen Oberbauchschmerzen vor. Sonographisch zeigte sich kein Anhalt für eine 
Cholestase. Die Leberfunktionstests waren erhöht (Maximalwerte: Gallensäuren 168 µmol / l, AST 
121 U / l, γ-GT 141 U / l, Gesamtbilirubin 4,2 mg / dl). Unter der Therapie mit UDCA (1000 mg / d) 
kam es zu keiner deutlichen Besserung der Symptome. Nach Umstellung auf Cholestyramin (4 g / d) 
zeigte sich eine leichte Reduktion des Pruritus. Die Patientin wurde auf eine Kombinationstherapie aus 
750 mg UDCA und 4 g Cholestyramin pro Tag eingestellt (zeitversetzte Einnahme) und war darunter 
in der 34. SSW weitgehend beschwerdefrei.  
Das Kind zeigte sich zeitgerecht entwickelt. Ein in der 32. SSW geäußerter Verdacht auf eine fetale 
Retardierung wurde in folgenden Kontrollen nicht bestätigt. Sonographisch wurde ein diskretes 
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Oligohydramnion diagnostiziert. Die dopplersonographischen Parameter lagen im unteren Norm-
bereich. Regelmäßig durchgeführte Kardiotokographien waren unauffällig. In der 39. SSW wurde 
aufgrund der persistierenden cholestatischen Stoffwechsellage mit steigenden AST- und 
Bilirubinwerten eine elektive Sectio durchgeführt. Der APGAR-Score des gesunden weiblichen 
Neugeborenen betrug 9 / 10 / 10. Blutkontrollen zeigten bei der letzten Kontrolle vor Entlassung der 
Patientin eine Woche nach der Entbindung weiterhin cholestatische Standardleberfunktionswerte 
(GOT 29 U / l, γ-GT 141 U / l, Bilirubin 1,5 mg / dl). In regelmäßigen Laborwertkontrollen im 
Rahmen ambulanter Vorstellungen der Patientin nach der Schwangerschaft traten im Verlauf weiterhin 
erhöhte Leberwerte mit ansteigenden Transaminasen auf. 
Die Familienanamnese der Patientin bezüglich Lebererkrankungen war positiv: Die Mutter der 
Patientin litt ebenfalls unter Pruritus in einer ihrer beiden Schwangerschaften. Bei der 29-jährigen 
nulligraviden Schwester der Patientin zeigten sich in Routineuntersuchungen mehrfach erhöhte Werte 
in den Standardleberfunktionstests. Bei beiden Großeltern mütterlicherseits war eine 
Cholesterincholelithiasis bekannt. 
 
Patientin 2:   Bei der 36-jährigen Patientin waren in der Vorgeschichte keine Leber-
erkrankungen bekannt. Eine vorausgegangene Schwangerschaft 5 Jahre zuvor war unauffällig 
verlaufen. Die Patientin stellte sich in der 36. SSW mit Juckreiz und leichtem Druckschmerz im 
Oberbauch vor. Die Serumgallensäuren waren auf maximal 20 µmol / l erhöht. Die AST-Werte sowie 
die γ-GT und das Gesamtbilirubin lagen bei allen Messungen im Normbereich. Die maximale 
Aktivität der ALT war leicht erhöht auf 21 U / l. Unter Cholestyramintherapie (12 g / d) kam es zu 
einer diskreten Reduktion des Pruritus. In der 39. SSW wurde die Geburt wegen persitierendem 
Juckreiz und Makrosomie des Kindes eingeleitet. Das gesunde Kind hatte einen APGAR-Wert von 9 / 
10 / 10. Bei der Entlassung am 11. Tag post partum lagen alle Standardleberfunktionstests der 
Patientin im Normbereich. 
 
3.1.2 Klinisch-chemische Parameter  
 
Zur Diagnose und Beurteilung der Schwere cholestatischer Lebererkrankungen durch 
Standardleberfunktionstests dienen die Bestimmung der Transaminasen, der alkalischen 
Phosphatase (AP), der γ-Glutamyltransferase (γ-GT) und des Gesamtbilirubinwertes. 
Transaminasen und Bilirubin zeigen in der physiologischen Schwangerschaft keine 
Abweichungen von den Werten nicht schwangerer Kontrollpatientinnen (8, 12). Die Messung 
dieser Parameter ist daher zur Diagnose einer ICP geeignet und jede Erhöhung sollte Anlass 
zu weiterer Diagnostik geben. Unter den Standardleberfunktionstests sind die Transaminasen, 
insbesondere die ALT, sehr sensitive Indikatoren einer ICP (8, 49). Bei der intrahepatischen 
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Schwangerschaftscholestase kommt es nicht zu nekrotischen Zellläsionen, es wird vielmehr 
angenommen, dass die Aktivitäten der Transaminasen durch eine Zunahme der Membran-
permeabilität der Hepatozyten steigen (113). Eine Erhöhung der Transaminasenwerte wird in 
verschiedenen Studien abweichend bei 20 bis 80 % der ICP Patientinnen beschrieben (3, 8, 9, 
20, 114). Die Messung der Transaminasen ist daher als alleiniges Kriterium zur Diagnose-
stellung nicht ausreichend. Das Gesamtbilirubin ist lediglich bei maximal 10 % der ICP 
Patientinnen erhöht (3, 5). Die Messung der AP ist aufgrund einer physiologischen Erhöhung 
auf das zwei- bis dreifache der Norm durch die Produktion von Plazentaisoenzymen während 
der Schwangerschaft diagnostisch nicht richtungweisend (12). Die γ-GT-Aktivität sinkt in 
der physiologischen Schwangerschaft leicht (113). Die Bestimmung der γ-GT ist nicht wie bei 
anderen Formen der Cholestase zur Diagnosestellung der Erkrankung zu verwenden. Sie 
wurde in dieser Studie vielmehr bestimmt, um Patientinnen mit einer möglichen ABCB4 
Mutation von den übrigen ICP Patientinnen abzugrenzen. Der aus einer Mutation im ABCB4 
Gen resultierende Ausfall des kanalikulären Phosphatidylcholintransporters MDR3 führt zur 
Anreicherung phospholipidarmer Galle mit normalem Gallensäuregehalt (97). Dadurch ist der 
Schutz des Gallengangsepithels gegen toxische Gallensäuren reduziert und das Enzym γ-GT 
wird aus dem duktalen Epithel gelöst (98, 99). Ein Anstieg des Serumspiegels der γ-GT ist 
daher als Hinweis auf die phospholipiddefizitäre Unterform der ICP und damit auf eine 
ABCB4 Mutation zu werten. Die Messung der Serumgallensäurenkonzentration wird als 
wichtigster Indikator einer ICP eingeschätzt (3, 26). Die Gallensäuren sind während der 
unkomplizierten Schwangerschaft im Vergleich zu nicht schwangeren Patientinnen leicht 
erhöht (6,8 ± 0,4 µmol / l vs 5,7 ± 0,4 µmol / l) (115), in der Spätschwangerschaft werden 
Serumgallensäurenwerte bis 11 µmol / l noch als physiologisch angesehen (116). Bei ICP 
Patientinnen tritt regelmäßig eine deutliche Erhöhung der Serumgallensäuren auf das 30-100 
fache der Norm auf (12); diese geht den Veränderungen anderer Laborwerte sowie dem 
Auftreten klinischer Symptome häufig voraus (3).  
Die klinischen und laborchemischen Befunde einer ICP sind zwar typisch, jedoch nicht 
eindeutig beweisend. Daher müssen zur Diagnose einer ICP sowohl die Gallensäurenwerte im 
Serum als auch die Transaminasen bestimmt werden, um bei Kombination von Laborwert-
alterationen und typischer Klinik eine ICP mit ausreichender Wahrscheinlichkeit feststellen 
zu können.  
Tabelle 6 zeigt die in dieser Studie erhobenen laborchemischen Parameter. Es wurden die 
Mittelwerte der laborchemischen Messwerte sowie die Standardabweichung vom Mittelwert 
errechnet. 
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Tabelle 6: Laborchemische Charakteristika  
 
   N 1 Normwert 2 Minimum Maximum Mittelwert Standard- 
      abweichung
              
Gallensäuren 28 < 10 µmol / l 13 270 63 62 
 AST 28 3 - 15 U / l 3 190 68 46 
 γ-GT 28 3 - 17 U / l 2 141 18 27 
Bilirubin gesamt 28 0,2 - 1,0 mg / dl 0,2 4,2 0,8 0,8 
              
1 Anzahl der Patientinnen, 2 Normwertintervall bei nicht schwangeren Patienten  
Im Patientenkollektiv wurden Gallensäurenkonzentrationen zwischen 13 und 270 µmol / l 
gemessen. Der durchschnittliche Wert betrug 63 ± 62 µmol / l. Die mittlere AST-Aktivität lag 
bei 68 ± 46 U / l, mit einem Minimum von 3 U / l und einem Maximum von 190 U / l. 5 
Patientinnen (18 %) wiesen einen AST-Wert innerhalb des Normwertintervalls auf. 6 
Patientinnen (21 %) zeigten eine erhöhte γ-GT mit einem Maximalwert von 141 U / l. Im 
Mittel wurde eine Serum-γ-GT von 18 ± 27 U / l gemessen. Bei 3 Patientinnen (11 %) wurde 
ein maximales Gesamtbilirubin über der Normwertgrenze gemessen. Der höchste erfasste 
Bilirubinwert lag bei 4,2 mg / dl, als niedrigster Wert wurde 0,2 mg / dl gemessen. Die 
mittlere Bilirubinkonzentration betrug damit 0,8 ± 0,8 mg / dl. 
 
3.2 Statistische Analyse 
 
Die erhobenen laborchemischen Daten und klinischen Charakteristika wurden nachfolgend 
auf Korrelationen untersucht. Die errechneten Korrelationskoeffizienten nach Pearson sind in 
Tabelle 7 dargestellt. 
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Tabelle 7: Korrelationen 
 
  Alter Einschluss Gestations- Gallen- AST γ-GT Bilirubin 
   in die Studie alter  säuren    gesamt 
Alter               
Korrelation nach Pearson 1 0,003 0,070 0,009 0,045 0,359 0,177
Signifikanz , 0,988 0,727 0,965 0,819 0,061 0,366
Einschluss in die Studie            
Korrelation nach Pearson 0,003 1 0,486 * 0,246 0,190 0,253 0,329
Signifikanz 0,988 , 0,010 0,207 0,332 0,194 0,088
Gestationsalter               
Korrelation nach Pearson 0,070 0,486 * 1 0,327 0,338 0,116 0,173
Signifikanz 0,727 0,010 , 0,096 0,086 0,563 0,387
Gallensäuren            
Korrelation nach Pearson 0,009 0,246 0,327 1 0,275 0,277 0,393*
Signifikanz 0,965 0,207 0,096 , 0,156 0,154 0,039
AST               
Korrelation nach Pearson 0,045 0,190 0,338 0,275 1 0,325 0,504**
Signifikanz 0,819 0,332 0,086 0,156 , 0,092 0,006
γ-GT            
Korrelation nach Pearson 0,359 0,253 0,116 0,277 0,325 1 0,868**
Signifikanz 0,061 0,194 0,563 0,154 0,092 , 0,000
Bilirubin gesamt              
Korrelation nach Pearson 0,177 0,329 0,173 0,393* 0,504** 0,868** 1
Signifikanz 0,366 0,088 0,387 0,039 0,006 0,000 ,
 
 *  Die Korrelation ist auf einem Niveau < 0,05 signifikant. 
** Die Korrelation ist auf einem Niveau < 0,01 signifikant. 
 
 
Die Korrelationsanalyse zeigte signifikante Zusammenhänge zwischen Zeitpunkt des 
Auftretens der Symptomatik und dem Geburtstermin (p<0,05; R=0,486). Weiterhin korrelierte 
das Gesamtbilirubin mit den Serumgallensäuren (p<0,05; R=0,393). Es zeigten sich 
signifikante Zusammenhänge zwischen Bilirubinwerten und AST-Werten (p<0,01; R=0,504), 
sowie dem Bilirubin und der γ-GT-Aktivität (p<0,01; R=0,868).  
 
3.3 Genotypisierung 
 
3.3.1 DNA-Extraktion und DNA-Amplifikation 
 
Die DNA-Extraktion aus EDTA-Blut konnte bei allen Proben mit dem QIA amp DNA Blood 
Mini Kit durchgeführt werden. Es wurde von einer DNA-Ausbeute von etwa 25 ng / µl aus-
gegangen. Für die PCR wurden 2 µl DNA eingesetzt, um eine DNA-Menge von etwa 50 ng in  
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der PCR zu erreichen. Alle Exons des ABCB4 und ABCB11 Gens sowie die Promotorregion 
von ABCB11 konnten mit DNA aus EDTA-Blut amplifiziert werden. 
Die DNA-Extraktion aus Serum war bei etwa 45 % der Serumproben mit dem QIA amp DNA 
Blood Mini Kit nach dem modifizierten Protokoll für Serum möglich. Konnte mit dem QIA 
amp DNA Blood Mini Kit keine für die Amplifikation ausreichende DNA-Menge isoliert 
werden, so erfolgte die DNA-Extraktion mit dem DNA Easy Kit. Unter der Annahme einer 
mittleren Konzentration von 5 ng / µl wurde in die PCR 6 µl aus Serum isolierte DNA 
eingesetzt. Bei Proben, die keine hinreichend deutlichen Banden ergaben, wurde eine erneute 
PCR unter den gleichen Bedingungen durchgeführt. Bei knapp 70 % der Serumproben gelang, 
teilweise mit Hilfe der in Kapitel 2.3.1 genannten Modifikationen der Reaktionsbedingungen, 
eine Amplifikation der Regionen des Exons 14 des ABCB4 Gens, in denen die bekannten 
Mutationen liegen. Die Amplifikation erfolgte bei 40 % dieser Proben in einer normalen PCR, 
bei 60 % mit Hilfe einer verschachtelten PCR. Bei den übrigen Proben konnten keine 
spezifischen PCR-Produkte amplifiziert werden.  
Nach Durchführung der PCR wurden die Produkte auf einem Agarosegel sichtbar gemacht. 
Die Größe der DNA-Amplifikate wurde durch einen Vergleich mit den Banden der 
aufgetragenen Molekulargewichtsmarker sowie den Längenvergleich der einzelnen Banden 
untereinander bestimmt. Die erwartete Größe der PCR-Produkte konnte dabei bestätigt 
werden. Abbildung 4 zeigt die Gelelektrophorese der Amplifikation der Exons 2 bis 28 des 
ABCB4 Gens. In Abbildung 5 sind die Amplifikate der Exons 1 bis 28 des ABCB11 Gens 
gezeigt. Die Zahlen oberhalb der Banden geben die Nummer des amplifizierten Exons an. 
Unterhalb der Banden sind die erwarteten Größen der Amplifikate vermerkt. Rechts neben 
jedem Exon wurde eine Negativkontrolle ohne DNA aufgetragen. Kam es zusätzlich zur 
Vervielfältigung des jeweiligen Exons zur Amplifikation weiterer unspezifischer Produkte, so 
wurde das spezifische PCR-Produkt durch einen weißen Kreis markiert. Unterhalb der 
Amplifikationsbanden finden sich Verunreinigungen durch nicht amplifizierte DNA und 
Primer sowie unspezifische Amplifikate. 
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 3            4            5            8            9           11                       16              100bp 
238        310        218        165        329        201                     389bp
18           19         20           21         24          25          26          27              100bp 
  254        227        124        395       197        254        248       170bp
13          15          16       100bp 
309        201       389bp 
 6                        10                                    15          17         22          23         28       100bp
356                     202                                  264       214        231       308       296bp 
  14           2             7            11          12           20      100bp
205        129         211        201        166        124bp
Abbildung 4: Gelektrophorese (Agarose 2 %) der amplifizierten Exons 2-28 des ABCB4 Gens 
Die aufgetragenen DNA-Proben sind mit den Nummern der amplifizierten Exons gekennzeichnet. Unter den 
Banden ist die jeweilige Länge des Amplifikates vermerkt. Rechts neben jeder DNA-Probe wurde eine 
Negativkontrolle aufgetragen. Zur besseren Abschätzung der Größe der PCR-Produkte wurde am rechten Rand 
jedes Gels eine 100 bp-Leiter aufgetragen.  
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  10            11           12          13          14           15           16           17          18           19
  365          400         365        346         327        312         458         169        483        476bp
 20           21           22           23          24           25           26           27          28  
 389         469        315         419         400         398        414         473        441bp 
  1             2             3            4            5             6            7             8             9          100bp
 316        345        389          326        383         347        321         377       316bp 
  640bp 
Promotor                                         M IX
  28.2                                    M IX 
872bp 
603bp
310bp
234bp
118bp
194bp
  209bp 
Abbildung 5: Gelektrophorese (Agarose 2 %) der amplifizierten Exons 1-28 und der Promotorregion des 
ABCB11 Gens  
Die aufgetragenen DNA-Proben sind mit den Nummern der amplifizierten Exons gekennzeichnet. Exon 28 
wurde in zwei Stücken amplifiziert. Im untersten Gel wurde die Promotorregion vierfach amplifiziert. Unter den 
Banden ist die jeweilige Länge des Amplifikates vermerkt. Rechts neben jeder DNA-Probe wurde eine 
Negativkontrolle aufgetragen. Zur besseren Abschätzung der Größe der  PCR-Produkte wurde am rechten Rand 
der Gele teilweise eine 100 bp-Leiter oder der DNA-Molekulargewichtsmarker IX aufgetragen. 
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Die spezifischen Banden wurden aus den Agarosegelen ausgeschnitten und eluiert. Die 
fluorometrisch bestimmten DNA-Konzentrationen der PCR-Produkte aus der Gelextraktion 
lagen zwischen 0,5 und 32 ng / µl. Durch die semiquantitative Konzentrationsbestimmung mit 
Hilfe eines Schätzgels konnten DNA-Mengen zwischen 2 und 12 ng / µl ermittelt werden. Für  
die nachfolgende Sequenzierungs-PCR wurde eine DNA-Menge zwischen 10 und 100 ng 
angestrebt, so dass 3 - 15 µl DNA eingesetzt wurden. 
 
3.3.2 Mutationen und Polymorphismen 
 
3.3.2.1 Sequenzierung 
 
Es wurden sämtliche Exons des ABCB4 Gens und die Exons sowie die Promotorregion des 
ABCB11 Gens mittels Sequenzierung nach Sanger auf Mutationen untersucht. Die erhaltenen 
DNA-Sequenzen wurden mit der publizierten Wildtypsequenz (GenBank Accession Numbers 
M23234 (ABCB4); XM_002644, AF190696 (ABCB11)) verglichen und auf Abweichungen in 
der Nukleotidfolge beurteilt.  
Alle Exons des ABCB11 Gens sowie die Promotorregion zeigten bei den untersuchten 
Patientinnen die veröffentlichte Wildtypsequenz. Keine der bereits bei ICP Patientinnen 
veröffentlichten Mutationen in Exon 14 des ABCB4 Gens konnte im untersuchten Kollektiv 
detektiert werden. Exon 16 des ABCB4 Gens zeigte bei den beiden untersuchten Proben nicht 
den Polymorphismus R652G (106) in der für die Linkerregion der ersten Nukleotid bindenden 
Domäne kodierenden Sequenz. Auch die bekannte Nonsense Mutation in Exon 23, die zur 
vorzeitigen Einfügung eines Stopcodons (R957X) (99) führt, lag im Kollektiv nicht vor. Mit 
Ausnahme von Exon 9 des ABCB4 Gens einer Patientin zeigten alle Exons die jeweils 
veröffentlichten Wildtypsequenzen.  
Bei der Auswertung von Exon 9 der Patientin 1 (siehe Epikrise) wurde bis zum Nukleotid 958 
die publizierte Konsensussequenz gefunden. In Nukleotid 959 zeigte sich eine heterozygote 
C>T Transversion. Die Mutation wurde in 3 unabhängigen PCR-Ansätzen mit Sequen-
zierungen in beiden Leserichtungen bestätigt. Bei der Mutter der Patientin, nicht jedoch beim 
Vater, wurde die beschriebene Mutation ebenfalls heterozygot detektiert. Auch die 
nulligravide Schwester der Patientin, bei der sich in Routineuntersuchungen ansteigende 
Standardleberfunktionswerte zeigten, ist heterozygot für die beschriebene Mutation in Exon 9 
des ABCB4 Gens. 
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Auf Proteinebene bedingt die Missense Mutation eine Veränderung der Aminosäuresequenz: 
In Codon 320 wird die neutrale Aminosäure Serin durch die hydrophobe Aminosäure 
Phenylalanin ersetzt (S320F). Die Missensemutation und die resultierende Veränderung der 
Aminosäuresequenz im Vergleich zur Wildtypsequenz sind in Abbildung 6 im 
Elektropherogramm dargestellt. 
 
 
   Abbildung 6: Sequenzvergleich Mutation – Wildtyp 
Das Elektropherogramm zeigt die C>T-Transversion in Nukleotid 959. Auf Proteinebene bedingt die Missense 
Mutation eine Veränderung der Aminosäuresequenz, den Ersatz der neutralen Aminosäure Serin durch die 
hydrophobe Aminosäure Phenylalanin in Codon 320 (S320F).  
 
 
3.3.2.2 Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus 
 
Die Wildtypsequenz des Exons 9 des ABCB4 Gens zeigt eine Schnittstelle für das 
Restriktionsenzym BamHI zwischen den Nukleotiden 955 und 956. Das 329 bp lange PCR-
Produkt der Amplifikation von Exon 9 wird in zwei Fragmente mit Längen von 147 bp und 
182 bp geschnitten. Das Vorliegen der C>T-Transversion in Nukleotid 959 führt zu der in 
Abbildung 7 dargestellten Veränderung der durch das Enzym erkannten Sequenz und damit 
zur Entfernung der Restriktionsenzymschnittstelle. 
Wildtyp 
Mutation 
   Tyr                    Gly                  Ser                 Thr                    Leu 
T
C
   Tyr                    Gly                  Phe                 Thr                    Leu 
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BamHI Schnittstelle 
Wildtyp 
C
TMutation 
 
TAT           GGA           T        C          ACT            CTA           GTC 
Tyr                Gly                Ser               Thr               Leu             Val 
Tyr                Gly               Phe               Thr              Leu             Val 
Abbildung 7: Entfernung der Restriktionsenzymschnittstelle in der mutierten Variante des Exons 9 
Die C>T-Transversion in Nukleotid 959 führt zu einer Veränderung der durch das Restriktionsenzym BamHI 
erkannten Sequenz und damit zur Entfernung der Schnittstelle. 
 
Im Agarosegel würde sich bei Vorliegen einer homozygoten Mutation das ungeschnittene 
PCR-Produkt darstellen. Die bei der Patientin vorliegende heterozygote Missense Mutation 
kann anhand der Auftrennung des PCR-Produktes in 3 Banden nachgewiesen werden: Wie 
aus Abbildung 8 ersichtlich, wird ein Teil des Amplifikates wie die Wildtypsequenz durch das 
Restriktionsenzym geschnitten; der Rest zeigt aufgrund der Entfernung der Restriktions-
enzymschnittstelle die ursprüngliche Länge des PCR-Produktes. In 166 untersuchten 
Kontrollchromosomen konnte die vorliegende heterozygote Mutation im Verdau mit dem 
Restriktionsenzym BamHI nicht nachgewiesen werden. Es zeigte sich vielmehr der 
weitgehende Verdau der Wildtypsequenz mit Auftrennung in zwei Fragmente mit einer Länge 
von 147 bp und 182 bp.  
 
Kapitel 3 - Ergebnisse 37
 
Kontrollen                                                                  Pat.1     100bp 
300bp
200bp
100bp
329bp 
182bp 
147bp 
Abbildung 8: Restriktionsenzymverdau (Agarose 2 %) zur C959T Mutation 
Es sind 12 Kontrollen aufgetragen, bei denen die Wildtypsequenz vorliegt. Es zeigt sich ein weitgehender 
Verdau des 329 bp langen Amplifikates mit Auftrennung in zwei Fragmente mit einer Länge von 147 bp 
beziehungsweise 182 bp. Das Amplifikat von Patientin 1 zeigt die heterozygote Ausprägung der C959T 
Mutation: Ein Teil des PCR-Produktes wird an der typischen Stelle durch das Restriktionsenzym geschnitten, der 
Rest hat die ursprüngliche Länge des Amplifikates. Rechts neben der Probe von Patientin 1 wurde eine 
Negativkontrolle aufgetragen. Zur besseren Abschätzung der Größe der PCR-Produkte wurde am rechten Rand 
des Gels eine 100 bp Leiter aufgetragen.  
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4 Diskussion 
 
 
Die vorliegende Arbeit untersucht die genetische Prädisposition zur intrahepatischen 
Schwangerschaftscholestase. Neben hormonellen Einflüssen und Umweltfaktoren werden 
Mutationen in hepatozellulären Transportern für die Manifestation der seltenen Erkrankung 
der Spätschwangerschaft verantwortlich gemacht. Daher wurde in dieser Studie das Auftreten 
heterozygoter Mutationen in den für hepatokanalikuläre Transportproteine kodierenden 
Genen ABCB4 und ABCB11 in einem schwedisch-deutschen Patientenkollektiv untersucht. 
Zudem wurden klinische Charakteristika und laborchemische Parameter der in die Studie 
eingeschlossenen Patientinnen erhoben und analysiert. 
Alle Patientinnen wurden im 3. Trimenon der Schwangerschaft in die Studie eingeschlossen. 
In der Literatur ist dagegen ein früheres Auftreten der Erkrankung in 20–35 % der Fälle 
beschrieben (4, 108, 117). Die wichtigste Komplikation der Schwangerschaftscholestase ist 
die Frühgeburtlichkeit. In dem untersuchten Patientenkollektiv korrelierte eine besonders 
frühe Krankheitsmanifestation mit einer frühen Entbindung. Es ist jedoch unklar, ob die frühe 
Entbindung in Zusammenhang mit der ICP Erkrankung steht, da unabhängige Faktoren, die 
ebenfalls von Bedeutung für eine frühe Entbindung oder Sectio gewesen sein können, 
anamnestisch nicht erhoben wurden. Die Rate der Frühgeburten, das heißt einer Entbindung 
nach Vollendung der 24. SSW und vor Beendigung der 37. SSW, lag im Studienkollektiv bei 
18 %. Die Frühgeburtlichkeit war damit im Vergleich zur Frühgeburtenrate in Mittel- und 
Nordeuropa von etwa 7 % (118) deutlich erhöht. In die Studie wurde eine Patientin mit einer 
Zwillingsschwangerschaft eingeschlossen. Bei dieser Patientin traten die klinischen Symp-
tome bereits in der 29. SSW auf, im Vergleich zu einem mittleren Einschluss der Patientinnen 
in die Studie in der 34. SSW. Diese besonders frühe Manifestation der Erkrankung lässt sich 
möglicherweise durch die bei Zwillingsschwangerschaften höhere Synthese von Östrogen und 
Progesteron erklären. Diese könnte zu einer früheren Dekompensation einer leichten 
Fehlfunktion der kanalikulären Transporter führen (5, 41). Das Gestationsalter bei der Geburt 
betrug bei der Patientin 33,4 SSW im Vergleich zu einer mittleren Schwangerschaftsdauer des 
Kollektivs von 38,4 SSW. Die Frühgeburt könnte dabei sowohl in Zusammenhang mit der 
ICP Erkrankung stehen als auch auf die Mehrlingsschwangerschaft zurückzuführen sein (8). 
3 Patientinnen (11 %) litten unter mehr als einer typischen ICP Episode. In der Literatur sind 
dagegen Rezidivraten von 50-70 % beschrieben (5, 40, 53). Die deutlich niedrigere 
Rezidivrate im untersuchten Patientenkollektiv ist zumindest teilweise durch eine 
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unvollständige Anamneseerhebung bedingt: ICP Erkrankungen in früheren Schwanger-
schaften wurden möglicherweise nicht bei allen Patientinnen anamnestisch erfasst. Weiterhin 
ist der Anteil an Primigravidae unter den Patientinnen nicht bekannt. Weder das Alter der in 
die Studie eingeschlossenen Patientinnen noch der Zeitpunkt des Auftretens der Symptomatik 
oder die Schwangerschaftsdauer korrelierten mit der Höhe der laborchemischen 
Cholestaseparameter. 
Alle 28 Patientinnen zeigten erhöhte Serumgallensäurenwerte. Im Mittel bestand eine 
Erhöhung auf das etwa 10fache des Normalwertes während einer unkomplizierten 
Schwangerschaft (115). Es ist unklar, ob anhand der Höhe der Serumgallensäuren 
Rückschlüsse auf das Ausmaß der kindlichen Beeinträchtigung gezogen werden können. In 
zwei Studien wurde eine Korrelation zwischen hohen Serumgallensäurenwerten und dem 
Ausmaß der kindlichen Schädigung nachgewiesen (11, 19), diese konnte in weiteren Studien 
jedoch nicht bestätigt werden (15, 19, 108). Bei 18 % der Patientinnen lag der maximal 
erfasste AST-Wert im Normbereich. Nahezu ein Fünftel der anhand der Erhöhung der 
Gallensäuren beziehungsweise der klinischen Symptomatik diagnostizierten Patientinnen 
könnte demnach durch die alleinige Bestimmung der Transaminasen der Diagnose entgehen. 
Im untersuchten Patientenkollektiv zeigte sich zudem keine Korrelation zwischen 
Serumgallensäurenwerten und AST-Aktivität. Auch in anderen Studien wurde keine oder eine 
lediglich schwache Korrelation zwischen Gallensäuren und Transaminasen beschrieben (8, 9, 
11, 51, 69, 119). Zum Ausschluss einer ICP ist es daher unumgänglich, sowohl Gallensäuren 
als auch Standardleberfunktionsparameter zu bestimmen. Ein maximales Bilirubin über der 
Normwertgrenze wurde bei 11 % der Patientinnen gemessen. In der Literatur ist in 
Übereinstimmung damit eine Hyperbilirubinämie in etwa 10 % der Fälle beschrieben (15). 
AST und Bilirubin als Parameter der Leberzellschädigung korrelierten. Das Gesamtbilirubin 
korrelierte weiterhin mit der Serumgallensäurenkonzentration. In anderen Studien wurde eine 
schwache oder fehlende Korrelation zwischen diesen laborchemischen Parametern 
beschrieben (8, 9, 51, 69). Da eine Hyperbilirubinämie nur bei schwerer Krankheits-
manifestation auftritt, scheinen die maximalen Gallensäurenspiegel in dem untersuchten 
Patientenkollektiv in einem Zusammenhang zur Schwere der Erkrankung zu stehen. 
Für die genetische Untersuchung wurde das Patientenkollektiv anhand des γ-GT-Wertes in 
zwei Untergruppen eingeteilt. 21 % der in die Studie eingeschlossenen Patientinnen zeigten 
eine Erhöhung der γ-GT-Aktivität. In anderen Veröffentlichungen wurde ein ähnlich hoher 
Anteil an Patientinnen mit erhöhter γ-GT (25-50 %) beschrieben (20, 114, 120). Es war eine 
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deutliche Korrelation zwischen γ-GT-Aktivität und Gesamtbilirubin zu verzeichnen. Bei 
Patientinnen mit erhöhter γ-GT zeigt sich demnach ein schwerwiegenderes Krankheitsbild als 
bei solchen mit normalen γ-GT-Werten. Diese Korrelation wurde auch in einer kürzlich 
veröffentlichten Studie aus England beschrieben (121). 
Der Anstieg des γ-GT-Wertes wurde differenzialdiagnostisch als mögliches Zeichen einer 
ABCB4 Mutation im Gegensatz zu anderen Ursachen einer Cholestase gewertet. ABCB4 
kodiert für den hepatozytären kanalikulären Phosphatidylcholintransporter multidrug-
resistance 3 P-Glycoprotein (MDR3), der ATP-abhängig Phospholipide von der inneren Seite 
der kanalikulären Membran in den äußeren Layer transloziert. Intrakanalikuläre Gallensäuren 
und Phospholipide bilden gemischte Mizellen. Dadurch wird die Toxizität der endogenen 
Gallensäuren gemildert (95). Abbildung 9 (96) zeigt eine Übersicht über die hepatozytären 
Sekretionsprozesse in der kanalikulären Membran des Hepatozyten.  
 
MDR 3 
PCCholesterin
ABCG5/8
GS 
BSEP 
Lumen (A)(B)(C)
(D)
Mizelle Vesikel 
Zytoplasma 
(E)
 
   Abbildung 9: Hepatokanalikuläre Sekretionsprozesse (96) 
(A) Der biliäre Phosphatidylcholintransporter multidrug-resistance 3 P-Glycoprotein (MDR3) transloziert 
Phospholipide, insbesondere Phosphatidylcholin (PC) in das äußere Leaflet der Membran. Die Phospholipide 
lagern sich zu Mikrodomänen zusammen, aus denen Phospholipidvesikel gebildet werden. (B) Ein kleiner Teil 
des Cholesterins wird ohne Mithilfe des Cholesterintransporters ABCG5/8 transloziert und in die Vesikel 
aufgenommen. (C) Die meisten Cholesterinmoleküle werden durch ABCG5/8 aktiviert. Bei Kollision der 
Phospholipidvesikel mit ABCG5/8 werden diese Cholesterinmoleküle in die Vesikel aufgenommen. (D) Der 
kanalikuläre Gallensäuretransporter (bile salt export pump, BSEP) pumpt Gallensäuren in das kanalikuläre 
Lumen. (E) Die intrakanalikulären Gallensäuren bilden mit Phospholipiden kleine gemischte Mizellen, die 
Cholesterin aufnehmen. 
(A)  
Bei Ausfall von MDR3 resultiert ein Phosphatidylcholinmangel im äußeren Layer der 
kanalikulären Membran, welcher zusammen mit der Zytotoxizität der hydrophoben Gallen-
säuren als Ursache der periportalen Entzündung angesehen wird (98, 99). Das Enzym γ-GT 
wird aus dem biliären Epithel gelöst und die γ-GT-Aktivität im Serum steigt. 
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Das ABCB4 oder MDR3 Gen liegt auf dem Chromosom 7q21 und umfasst 74 kb. Es besteht 
aus 28 Exons mit einer mittleren Länge von 145 bp, von denen 27 Exons kodierende 
Sequenzen enthalten (122). Abbildung 10 zeigt den Aufbau des ABCB4 Gens. 
 
 
  
 Intron 
Exon
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2 0.2 
81   135 ATG         
3 
-6           80
2.8kb 1 
345      536 
6 1.4kb 
287  344 
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537      708 
7 9.5kb 
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2065    2211 
17 
1561  1731 
14 
1357  1560 
13 
1232  1356 
12
1120   1231 
11
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 3280   3486 
26 
  3082   3279 
25 
  2784    2924  2925   3081 
23 2.5kb 24 0.8 
 3634    3892 
28 
  3487   3633 
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1.1
Abbildung 10: Aufbau des ABCB4 (MDR3) Gens 
Das ABCB4 Gen besteht aus 28 Exons mit insgesamt 3892 bp. Die unter den rot markierten Exons stehenden 
Zahlen geben das erste und letzte Basenpaar eines jeden Exons an. In den weiß markierten Intronfeldern ist die 
Länge der Introns in Kilobasen (kb) verzeichnet (GenBank Accession Numbers AC005045, AC005068, 
AC006154,(122)). 
  
Homozygote ABCB4 Mutationen führen zur progressiven familiären intrahepatischen 
Cholestase Typ 3, heterozygote Mutationen des ABCB4 Gens stehen in Zusammenhang mit 
der Manifestation einer Schwangerschaftscholestase. Tabelle 8 gibt einen Überblick über die 
vor Beginn der Studie bei Schwangerschaftscholestase beschriebenen ABCB4 Mutationen. 
 
  Tabelle 8 : ABCB4 Mutationen bei ICP Patientinnen 
 
Mutation Lokalisation Konsequenz auf Quelle
  Proteinebene  
        
Deletion 1744del 1T Codon 571 Exon 14 Trunkierung (123) 
→Stoppcodon 586 1. NBD 2   
Nonsense Mutation C2901T Codon 957 Exon 23 Trunkierung (99) 
→Stoppcodon R957X 2. TMD 3, Segment 11   
Missense Mutation C1527A Codon 546 Exon 14  Retention im ER 4 (107) 
→A546D 1. NBD   
        
 
1 Deletion, 2 Nucleotid bindende Domäne, 3 Transmembrandomäne, 4 Endoplasmatisches Retikulum 
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Kürzlich wurde in der Familie eines französischen PFIC 3 Patienten eine Deletion im ABCB4 
Gen bei 4 an ICP erkrankten Familienmitgliedern heterozygot detektiert: Die Mutation 
1712delT in Codon 571 ist in Exon 14 lokalisiert, das für die erste NBD kodiert. Die Deletion 
führt zu einer Verschiebung des Leserasters mit der Einfügung eines vorzeitigen Stoppcodons; 
es wird ein verkürztes funktionsloses MDR3 Protein gebildet. Der MDR3-Gehalt der 
kanalikulären Membran ist verringert (123). Dies kann zum einen auf eine beschleunigte 
Degradation des fehlerhaften Proteins, zum anderen auf die Instabilität der mutierten mRNA 
zurückzuführen sein (99, 106). Eine weitere Mutation in Exon 14 wurde bei einer englischen 
ICP Patientin mit erhöhter γ-GT ohne bekannte familiäre PFIC identifiziert (107). Die 
Missense Mutation in Codon 546 (C1527A) führt zur Substitution von Alanin durch 
Asparaginsäure im Walker B Motiv der ersten NBD. Es resultiert eine Retention des neu 
synthetisierten Proteins an seinem Produktionsort im endoplasmatischen Retikulum (ER), die 
wahrscheinlich durch die fehlende Ausbildung der normalen Tertiärstruktur der NBD 
zustande kommt. Die Folge ist auch hier ein Mangel an funktionalem Protein in der 
kanalikulären Membran (107). Bei einem französischen PFIC 3 Patienten und bei seiner an 
ICP erkrankten Mutter wurde eine Mutation in Exon 23, welches für das 
Transmembransegment 11 kodiert, beschrieben. Die Nonsense Mutation C>T in Codon 957 
führt zur Einfügung eines Stoppcodons (R957X) mit Ausbildung eines funktionslosen 
Proteins (99). Die Missense Mutation R625G ist in der für die Linkerregion der ersten 
Nukleotid bindenden Domäne kodierenden Sequenz lokalisiert. R652G wurde homozygot bei 
mehreren französischen PFIC3 Patienten beschrieben, die heterozygote Mutter eines Patienten 
litt unter ICP (106). In einer nachfolgenden Untersuchung ließ sich jedoch kein 
Zusammenhang zwischen der Heterozygotie und dem Auftreten von ICP bestätigen. Es wird 
spekuliert, dass der häufige Polymorphismus bei Vorliegen einer Compound-Mutation zu 
Krankheitsmanifestationen während der Schwangerschaft führen kann.  
Nach Abschluss dieser Studie wurden drei weitere Mutationen des ABCB4 Gens und ein 
möglicherweise in Zusammenhang mit der Erkrankung stehender häufiger Polymorphismus 
bei ICP Patientinnen nachgewiesen. Bei 3 Mitgliedern einer englischen Familie mit familiärer 
Anamnese einer ICP sowie bei einer weiteren nicht verwandten englischen Patientin wurde 
die heterozygote Missense Mutation G481A in Codon 150 beschrieben. Es resultiert die 
Substitution von Arginin durch Lysin (R150K) in Exon 6 (120). Um mögliche funktionale 
Konsequenzen beurteilen zu können, wurde das Äquivalent der beschriebenen Mutation in 
MDR1 P-Glycoprotein eingeführt. In der durchflusszytometrischen Messung von mit 
mutiertem MDR1 P-Glycoprotein transfizierten humanen Embryonalzellen waren weder eine 
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Reduktion der Menge an funktionellem Protein in der kanalikulären Membran, noch ein 
Transportdefizit nachweisbar. Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass der Polymorphismus 
R150K einen direkten spezifischen Effekt auf die Phosphatidylcholintranslokation durch 
MDR3 hat. Die heterozygote Substitution CGA-TGA in Codon 144 wurde bei einer 
französischen Patientin detektiert. Die Mutation führt zur Ausbildung eines vorzeitigen 
Stoppcodons R144X in Exon 6, das für den proximalen Teil der ersten Transmembrandomäne 
kodiert. Es resultiert ein vorzeitiger Abbruch der Proteinsynthese (124). Kürzlich wurde bei 
zwei Mitgliedern einer spanischen Familie eine heterozygote Mutation in Codon 535 in Exon 
14 des ABCB4 Gens nachgewiesen (125), die zur Substitution von Glycin durch 
Asparaginsäure führt (G535D). Wie auch für andere Missense Mutationen beschrieben, 
resultiert eine reduzierte kanalikuläre Expression des MDR3 Proteins. Bemerkenswert ist bei 
diesem Genotyp die Manifestation von drei verschiedenen MDR3-assoziierten Erkrankungen 
bei einer Patientin: Im Alter von 19 Jahren litt die Patientin unter juveniler Cholelithiasis. In 
der Folge traten in beiden Schwangerschaften ICP Episoden auf. Im Alter von 47 Jahren 
wurde schließlich eine Leberzirrhose diagnostiziert. Bei der ebenfalls heterozygoten Tochter 
der Patientin trat im Alter von 25 Jahren während ihrer ersten Schwangerschaft eine ICP auf 
(125). Ein gehäuftes Vorkommen des normalen Allels des verbreiteten ABCB4 
Polymorphismus 743A>T wurde bei ICP Patientinnen mit erhöhter γ-GT im Vergleich zu 
nicht an ICP erkrankten Kontrollpatientinnen beschrieben (120). Da bisher jedoch lediglich 
ein kleines Patientenkollektiv auf den genannten Polymorphismus untersucht wurde, bleibt zu 
verifizieren, ob auch bei höheren Fallzahlen ein signifikanter Unterschied in der Allel-
häufigkeit besteht. Die 743A>T Variation führt zu keiner Alteration der Aminosäuresequenz, 
es ist daher nicht von einer Veränderung der Proteinfunktion auszugehen. Möglicherweise 
besteht ein Kopplungsungleichgewicht des Polymorphismus mit einer bisher nicht 
identifizierten funktionellen Variante auf dem ABCB4 Gen.  
Die DNA der in diese Studie eingeschlossenen Patientinnen wurde sowohl auf die vor Beginn 
der Arbeit identifizierten Heterozygotien untersucht, als auch auf neue Mutationen in der 
kodierenden Region des ABCB4 Gens gescreent. Die bekannten Mutationen C1527A und 
1712delT in Exon 14 konnten bei 17 Patientinnen des untersuchten Patientenkollektivs, von 
denen 6 Patientinnen eine Erhöhung des γ-GT-Wertes aufwiesen, nicht detektiert werden. Es 
ist daher anzunehmen, dass es sich nicht um Mutationen handelt, die für die ICP Erkrankung 
der Mehrzahl deutscher und schwedischer Patientinnen verantwortlich sind. Auch in einer 
kürzlich veröffentlichten finnischen Studie (126) wurde die Mutation 1712delT bei keiner der 
57 untersuchten Patientinnen nachgewiesen. Die Analyse der Sequenz der gesamten 
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kodierenden Region des ABCB4 Gens bei 2 Patientinnen mit erhöhter γ-GT konnte bei keiner 
der Patientinnen den Polymorphismus R652G aufdecken. Dies bestätigt die Annahme, dass 
der Polymorphismus in keinem Zusammenhang zur Manifestation einer intrahepatischen 
Schwangerschaftscholestase steht, obgleich der fehlende Nachweis des Polymorphismus bei 
lediglich zwei Patientinnen nicht ausreicht, um aussagekräftige Angaben über die 
Allelhäufigkeit bei ICP Patientinnen machen zu können. Auch die Nonsense Mutation 
C2901T in Exon 23 konnte bei den beiden Patientinnen, bei denen alle Exons des ABCB4 
Gens sequenziert wurden, nicht nachgewiesen werden.  
Bei einer Patientin (Nummer 1, siehe Epikrise) wurde die Heterozygotie C959T detektiert. 
Die heterozygote Mutation wurde auch bei der Mutter der Patientin nachgewiesen, die 
anamnestisch ebenfalls unter Pruritus während einer Schwangerschaft litt. Auch die 
nulligravide Schwester der Patientin, bei der in Routinekontrolluntersuchungen mehrfach 
erhöhte Leberfunktionsparameter gemessen wurden, ist heterozygot. Demnach zeigt sich bei 
der beschriebenen Mutation ähnlich wie bei G535D in Exon 14 des ABCB4 Gens (125) eine 
Manifestation verschiedener MDR3 assoziierter Erkrankungen: Die Patientin litt bereits vor 
der Schwangerschaft unter einer juvenilen Cholesterincholelithiasis sowie zeigte eine 
chronische Erhöhung der Standardleberfunktionsparameter, die auch nach der Schwanger-
schaft persistierte. Eine Progredienz der Lebererkrankung, möglicherweise mit Manifestation 
einer Leberzirrhose im späten Erwachsenenalter, ist nicht auszuschließen. 
Die Mutation C959T führt zu einem Austausch von Serin durch Phenylalanin in Position 320 
(S320F) in Exon 9, das für die 5. Transmembranhelix der TMD 1 codiert. Abbildung 11 (62) 
zeigt die Transmembranstruktur des MDR3 Proteins. Die neu beschriebene Mutation ist darin 
durch einen blauen Stern gekennzeichnet, während die roten Sterne bereits bei PFIC 3 oder 
ICP Patienten nachgewiesene Mutationen markieren. 
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   Abbildung 11: Transmembranstruktur des MDR3 Proteins (62) 
Die bereits bei PFIC 3 oder ICP Patienten nachgewiesenen Mutationen sind durch rote Pfeile markiert. Die bei 
einer ICP Patientin dieser Studie neu beschriebene Mutation S320F in der 5. Transmembranhelix der TMD 1 ist 
durch einen blauen Stern gekennzeichnet. 
 
Der Austausch von Serin durch Phenylalanin in Position 320 (S320F) konnte in 166 
Kontrollchromosomen nicht nachgewiesen werden, was darauf schließen lässt, dass es sich 
nicht um einen verbreiteten Polymorphismus in der deutschen Bevölkerung handelt. Die 
Mutation ist in der 5. Transmembranhelix der TMD 1 lokalisiert. Die betroffene Aminosäure 
ist in den homologen Transportproteinen anderer Spezies sowie in anderen ABC-Transportern 
konserviert (103). Es ist daher anzunehmen, dass es sich um eine funktionell wichtige 
Aminosäure handelt, deren Substitution krankheitsauslösend sein kann. Auf welche Weise die 
detektierte Mutation zu einer Alteration der physiologischen Funktion des MDR3 Transpor-
ters führt, ist unklar. Da keine komplette genetische Testung durchgeführt wurde, wurden 
weitere zu Krankheitsmanifestation führende Mutationen von transkriptioneller Relevanz oder 
Compound-Heterozygotien möglicherweise nicht detektiert. Um festzustellen, ob es sich bei 
der Heterozygotie S320F wirklich um die krankheitsauslösende Mutation handelt, wäre eine 
immunhistochemische Untersuchung des kanalikulären MDR3-Gehaltes notwendig. Die 
hierfür erforderliche Leberbiopsie war jedoch nicht vorhanden, da es klinisch im Allgemeinen 
nicht gerechtfertigt ist, Leberbiopsien bei ICP Patientinnen durchzuführen. Auch eine Probe 
zur Analyse des Phospholipidgehaltes der Galle wurde nicht entnommen. 
Ein Großteil der Funktionsanalysen hepatischer Transportproteine wurde bei der Maus 
durchgeführt (127). Da Aufbau und Funktion des Mdr2 Gens der Maus dem homologen 
humanen ABCB4 (MDR3) Gen entsprechen, ist eine Übertragbarkeit der tierexperimentellen 
Ergebnisse auf den Menschen gegeben. Diese wurde durch die Überexpression des humanen 
MDR3 Proteins in Mdr2 Knockout Mäusen nachgewiesen, bei denen eine vollständige 
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Restitution des Phospholipidtransportes zu beobachten war (128). Auch Untersuchungen am 
Mdr1 Protein, dem murinen Ortholog von MDR1, sowie an anderen Mitgliedern dieser 
Subfamilie der ABC-Transporter sind aufgrund einer hochgradigen Ähnlichkeit der Proteine 
untereinander auf MDR3 zu übertragen (81, 107, 129-133). 
Den Transmembrandomänen der ABC Transporter, besonders den Segmenten 5 und 6 sowie 
11 und 12, wird eine wichtige Rolle für die Substratbindung der Proteine zugeschrieben (47, 
90, 106, 134-136). Während die NBD der murinen homologen Proteine Mdr1 und Mdr2 ohne 
Änderung der Funktion untereinander austauschbar sind (137), bleibt ein Austausch der 
Transmembrandomänen nicht ohne funktionelle Konsequenzen (138, 139). Dies spricht für 
eine essentielle Bedeutung der TMD für die Substratspezifität der Transporter (129). 
Mutationen in den TMD werden daher für Änderungen der Substratspezifität durch 
Modulation von Transport, initialer Bindung und Lösung der Substrate verantwortlich 
gemacht. Die Gesamtfunktion des Transporters ist dabei häufig nicht beeinträchtigt (103, 134, 
135, 140). Möglicherweise führt die Missense Mutation S320F in Transmembranhelix 5 zu 
einer Änderung der Substratspezifität des MDR3 Proteins, aus der eine fehlerhafte 
Transportfunktion für Phosphatidylcholin und dadurch die Manifestation einer 
Schwangerschaftscholestase resultiert. Eine weitere mögliche Konsequenz von Missense 
Mutationen ist „Misprocessing“, ein fehlerhafter intrazellulärer Transport, der zur Reduktion 
der Menge an korrekt lokalisiertem reifen Protein (106, 135, 141) führt. Die Missense 
Mutation S320F könnte, ähnlich wie die ebenfalls bei ICP Patientinnen beschriebene 
Missense Mutation A546D, eine Unterbrechung des Proteintransportes bewirken, wodurch die 
endgültige Lokalisierung des Proteins in der kanalikulären Membran ausbliebe. Bei der 
Mutation A546D führt „Misfolding“, eine fehlerhafte Ausbildung der endgültigen räumlichen 
Struktur der TMD 1, zu einer Retention des Proteins an seinem Produktionsort, dem ER (142, 
143), und zu einer Zunahme der vorzeitigen Proteindegradation. Auch für den ABC-
Transporter cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) sind eine Vielzahl 
von zur Manifestation von Cystischer Fibrose führende Missense Mutationen beschrieben 
worden, die intrazelluläres „Misprocessing“ mit Retention des unreifen Proteins im ER und 
beschleunigten Abbau bedingen (130, 144-146). Es wird die Existenz eines Qualitäts-
kontrollmechanismus angenommen, der eine Ausschleusung der mutierten Proteine aus dem 
ER verhindert, und die Proteine für eine vorzeitige Degradation markiert (144, 145). Da 
verschiedene Missense Mutationen des CFTR Gens zu intrazellulärem „Misprocessing“ 
führen, ist davon auszugehen, dass die Qualitätskontrolle dabei nicht einen einzelnen Defekt, 
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sondern eine fehlerhafte räumliche Anordnung der Untereinheiten des Proteins zueinander 
erkennt (130). Möglicherweise besteht ein ähnliches System auch für das MDR3 Protein. 
Störungen der MDR3-Funktion werden außer für PFIC 3 und ICP auch für bestimmte Formen 
der Cholesterincholelithiasis verantwortlich gemacht (97, 103). Voraussetzung für eine 
Cholesterincholelithiasis ist die Übersättigung der Galle mit Cholesterin (147). Der durch den 
MDR3-Defekt verringerte Phosphatidylcholintransport beeinträchtigt die Bildung von 
Phospholipidvesikeln, die Cholesterin in der Galle in Lösung halten (siehe Abbildung 9). Es 
resultiert ein hohes Cholesterin-Phospholipid-Verhältnis. Die Lithogenität steigt, und durch 
eine verstärkte Kristallisation von Cholesterin kommt es zur Ausbildung von Konkrementen 
(103). Das low phospholipid associated cholestasis syndrome (LPAC-Syndrom) ist definiert 
als symptomatische Cholelithiasis mit Cholesterinsteinen in Gallenblase und Gallengängen, 
die häufig nach Cholezystektomie rezidivieren, sowie einer milden chronischen Cholestase. 
Eine positive Familienanamnese ist häufig. Ebenso wie die ICP beruht auch diese spezielle 
Form der Cholesterincholelithiasis wahrscheinlich auf exogenen und genetischen 
Risikofaktoren und deren Interaktionen. Faktoren, die die hepatische Cholesterin- und 
Gallensäurensekretion beeinflussen (Alter, Ernährung, Medikamenteneinnahme) stehen in 
Verdacht, das Auftreten von symptomatischen Steine zu provozieren (103). ICP ist mit einer 
Prädisposition für Cholesteringallensteine assoziiert, und die Inzidenz von ICP ist unter 
Gallensteinpatientinnen höher als bei gesunden Schwangeren (3). In einer kürzlich 
veröffentlichten finnischen Studie wurde bei 55 % der ICP Patientinnen eine positive 
Familienanamnese bezüglich eines Gallensteinleidens erhoben (5).  
Diese gemeinsame familiäre genetische Prädisposition zu ICP und Cholesterincholelithiasis 
ließ sich auch bei einer Patientin der vorliegenden Studie nachweisen: Patientin Nummer 1 
(siehe Epikrise) zeigte ein gemeinsames Auftreten von symptomatischer Cholesterin-
cholelithiasis und ICP. Auch die Familienanamnese bezüglich eines Gallensteinleidens war 
positiv: Bei beiden Großeltern mütterlicherseits war eine Cholelithiasis bekannt. 
Wie in Abbildung 12 dargestellt, ist von einem ABCB4 defizienten Genotyp auszugehen, der 
sich als Cholesterincholelithiasis und als phospholipiddefiziente Schwangerschaftscholestase 
manifestieren kann, oder eine Kombination beider Krankheitsbilder zeigt (103). 
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ICP LPAC-
Syndrom
 
Abbildung 12: Assoziation des low phospholipid associated cholelithiasis (LPAC) Syndroms mit der 
intrahepatic cholestasis of pregnancy (ICP) 
 
Die S320F Mutation in Exon 9 des ABCB4 Gens wurde homozygot bei 2 nicht verwandten 
französischen Patientinnen mit intrahepatischer Cholelithiasis und Gallenblasengallensteinen 
und erhöhten γ-GT-Werten beschrieben (103). Bei einer Patientin kam es während der 
Schwangerschaft zu einer weiteren Erhöhung der bereits vorher cholestatischen Leberfunk-
tionsparameter. Die zweite Patientin entwickelte unter der Einnahme oraler Kontrazeptiva 
eine Cholestase. Auch nach einer Progesterongabe zur Vorbereitung einer in vitro 
Fertilisation trat bei dieser Patientin ein cholestatischer Ikterus auf, der während der 
Schwangerschaft persistierte. Die nicht verwandten, symptomfreien Eltern beider 
Patientinnen zeigten alle eine heterozygote Merkmalsausprägung für die beschriebene 
Mutation. Es ist unklar, warum die homozygote Mutation des ABCB4 Gens bei den 
Patientinnen nicht, wie für andere homozygote Mutationen des ABCB4 Gens beschrieben, zu 
einer vollständigen Unterbrechung der Proteinfunktion mit dem Auftreten einer PFIC 3 im 
Kindesalter führte. Es wird angenommen, dass bei Missense Mutationen je nach Lokalisation 
der Mutation eine Restaktivität des Proteins besteht (47, 106), die das Auftreten von 
Symptomen verhindert, bis die biliäre Phospholipidsekretion unter dem Einfluss exogener 
oder endogener Faktoren unter eine kritische Schwelle fällt (103). Daher leiden Patienten mit 
Missense Mutationen im Vergleich zu Trägern von zu einem vorzeitigen Abbruch der 
Proteinsynthese führenden Mutationen möglicherweise an weniger schweren Formen einer 
PFIC oder ICP. Da zurzeit keine funktionelle MDR3-Testung praktikabel ist, ist es nicht ohne 
weiteres möglich, den Effekt einer homo- oder heterozygoten Missense Mutation zu 
quantifizieren.  
Bei der Gruppe der ICP Patientinnen mit normalem γ-GT-Wert wurde die Existenz von 
prädisponierenden Mutationen im ABCB11 Gen in Betracht gezogen. Eine defizitäre 
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kanalikuläre Sekretion von Gallensäuren bei Ausfall des wichtigsten kanalikulären 
Gallensäuretransporters BSEP (Bile Salt Export Pump) führt zur Akkumulation von 
Gallensäuren im Hepatozyten mit den typischen Symptomen einer intrahepatischen 
Cholestase. Bisher wurden in der Literatur keine heterozygoten Mutationen in ABCB11 bei 
Patientinnen mit Schwangerschaftscholestase identifiziert. Es ist jedoch anzunehmen, dass die 
hormonelle Modifikation der Expression kanalikulärer Transportproteine in Kombination mit 
einer heterozygoten ABCB11 Mutation zu einer reduzierten hepatobiliären Transportkapazität 
während der Schwangerschaft führen kann, die die Manifestation einer symptomatischen 
Cholestase erklärt (94). 
Das ABCB11 Gen liegt auf Chromosom 2q24. Die 4771 kodierenden Basenpaare des ABCB11 
Gens verteilen sich auf 28 Exons. Der Aufbau des Gens wird aus Abbildung 13 ersichtlich. 
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Abbildung 13: Struktur des ABCB11 Gens 
Das ABCB11 Gen besteht aus 28 Exons mit insgesamt 4771 Basenpaaren. Unter den rot markierten Exons ist  
das jeweils erste und letzte Basenpaar eines jeden Exons vermerkt. In den weiß markierten Intronfeldern ist die 
Länge der Introns in Kilobasen markiert (GenBank Accession Numbers AC069165, AC008177, AF190696). 
 
Die Promotorregion des ABCB11 Gens enthält ein „inverted repeat element“ IR-1. Diese 
Sequenz dient als Bindungsstelle für den Farnesoid X-Rezeptor (FXR), einen nukleären 
Rezeptor für Gallensäuren. FXR bildet ein Heterodimer mit dem Retinoid X-Rezeptor (RXR) 
und wird konzentrationsabhängig durch endogene Gallensäuren aktiviert. Bei hohen 
Gallensäurenkonzentrationen kommt es zur Induktion, bei niedrigen Konzentrationen erfolgt 
eine Repression der Expression von BSEP (83, 84, 148-150). Ein Ausfall von FXR/RXR führt 
daher zu einer fehlerhaften Regulation der Expression der Gallensäureexportpumpe. Eine 
defizitäre FXR-Rezeptorfunktion ähnelt im Mausmodell phänotypisch einer PFIC (82). 
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Aufgrund dessen ist es möglich, dass ein heterozygoter Ausfall der FXR/RXR-Funktion auch 
zu den Symptomen einer Schwangerschaftscholestase führen kann. Bei den 3 Patientinnen 
dieser Studie, bei denen die komplette kodierende Sequenz des ABCB11 Gens sowie die 
Promotorregion einschließlich des IR-1 auf Heterozygotien untersucht wurde, fanden sich 
jedoch keine Abweichungen von der publizierten Wildtypsequenz. 
Insgesamt wurde in dem untersuchten Patientenkollektiv nur die oben beschriebene Mutation 
im ABCB4 Gen gefunden. Möglicherweise befinden sich weitere Mutationen in nicht 
kodierenden oder regulatorischen Regionen der untersuchten Gene, die in dieser Studie nicht 
erfasst wurden. Auch Mutationen in bisher nicht identifizierten Genen, die die Transkription 
von ABCB4 und ABCB11 (151), die Transportersynthese und den intrazellulären Transport 
der Proteine sowie ihre Aktivierung und Degradation regulieren (47, 141), oder erworbene 
Defekte dieser Schritte könnten bei den untersuchten Patientinnen zum Phänotyp einer 
Schwangerschaftscholestase geführt haben.  
Die Ziele der Therapie der Schwangerschaftscholestase sind eine Besserung der klinischen 
Symptomatik, insbesondere des Pruritus, und das Erreichen eines physiologischen 
Gestationsalters. Die Gabe von Phenobarbital, Dexamethason, Cholestyramin, Aktivkohle 
und S-Adenosylmethionin (SAM) zeigte bei der Behandlung von ICP nur begrenzten Erfolg 
(19, 27-35). Die Therapie mit Ursodeoxycholsäure (ursodeoxycholic acid, UDCA), einer 
natürlich vorkommenden, relativ hydrophilen Gallensäure ist diesen Mitteln vorzuziehen, 
obgleich der Wirkungsmechanismus des Medikamentes nicht vollständig geklärt ist (3). 
UDCA mildert auch bei der ICP verwandten phospholipiddefizienten Cholesterin-
cholelithiasis (LPAC Syndrom) die klinischen Symptome und wird zur Prävention von 
Rezidiven verabreicht (103). Hauptsächliche Wirkungsmechanismen von Ursodeoxycholsäure 
scheinen ein Schutz der Cholangiozyten gegen toxische Gallensäuren, die Verminderung 
gallensäureinduzierter hepatozytärer Apoptose, sowie die Stimulation der hepatobiliären 
Sekretion zu sein (38, 152). Die Sekretionskapazität der Hepatozyten ist abhängig von Anzahl 
und Aktivität der Transportproteine. Bei cholestatischen Erkrankungen ist der Transporter-
einbau in die kanalikuläre Membran gestört. UDCA bewirkt durch die Modulation 
intrazellulärer Signalkaskaden eine Stimulierung der Proteininsertion (153). Es resultiert eine 
Steigerung der Exkretion endogener Gallensäuren und anderer potentiell hepatotoxischer 
Metaboliten wie sulfatierter Progesteronmetaboliten. Es wird vermutet, dass UDCA die 
verringerte Sekretionskapazität zudem durch Steigerung der Expression von Transport-
proteinen verbessert (3, 9, 154, 155). Diese Mechanismen könnten erklären, warum unter 
UDCA-Gabe der beeinträchtigte Gallensäurentransport über den Trophoblasten wieder-
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hergestellt wird (20, 21). Weiterhin wird ein immunmodulatorischer Effekt von UDCA 
diskutiert, dessen therapeutische Wirksamkeit bei cholestatischen Erkrankungen jedoch 
ungeklärt ist (155).  
1990 wurde in einer ersten unkontrollierten Therapiestudie eine Wirksamkeit von UDCA bei 
der Behandlung von ICP beschrieben. Es zeigte sich eine signifikante Verringerung des 
Pruritus sowie eines Abfalls der Serumgallensäuren- und der Alaninaminotransferaseaktivität 
(152). Darauf folgende Studien und Fallbeschreibungen zeigten ähnliche Resultate (38, 156-
159). Die UDCA-Wirksamkeit wurde bisher in vier randomisierten kontrollierten Studien 
geprüft. Die Ergebnisse dieser Studien sind in Tabelle 9 zusammengefasst. 
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Tabelle 9: Übersicht über die randomisierten kontrollierten Studien zur ICP-Therapie mit UDCA 
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Unter der Gabe von 450-1000 mg / d UDCA kam zu einer signifikant stärkeren Reduktion des 
Pruritus (35, 39, 160, 161) als bei Gabe von Plazebo oder S-Adenosylmethionin (SAM). In 
allen 4 randomisierten kontrollierten Studien wurden signifikante Abfälle von Bilirubin, 
Serumgallensäuren oder Transaminasen beschrieben. Ausmaß und Muster der Verbesserun-
gen der Laborwerte konnte jedoch in den verschiedenen Studien nicht übereinstimmend 
reproduziert werden; dies ist wahrscheinlich auf heterogene Patientenpopulationen und 
Unterschiede im Studiendesign zurückzuführen. In zwei der Studien (39, 160) wurde eine 
signifikant spätere Geburt in der UDCA-Gruppe im Vergleich zur Plazebo-Gruppe 
beschrieben. In einer kürzlich veröffentlichten schwedischen Studie wurde erneut die 
Wirksamkeit von UDCA im Hinblick auf Pruritus, sowie Serumgallensäurenkonzentration 
und Transaminasen in  einer doppel-blinden randomisierten plazebokontrollierten Studie mit 
44 Patientinnen nachgewiesen. Es zeigte sich jedoch unter UDCA-Gabe keine signifikante 
Reduktion der Häufigkeit spontaner Frühgeburten oder geburtshilflicher Komplikationen wie 
dem Amnioninfektsyndrom (1).  
Obgleich außer dem seltenen Auftreten von leichten Diarrhoen (3) und Übelkeit (39) keine 
unerwünschten Wirkungen von UDCA beschrieben wurden, müssen die Ergebnisse größerer 
randomisierter kontrollierter Studien abgewartet werden, bevor endgültige Aussagen über die 
Wirksamkeit und Sicherheit von UDCA gemacht werden können, und das Medikament 
uneingeschränkt in der Schwangerschaft empfohlen werden kann.  
Durch die Erfassung des Genotyps kann in Zukunft möglicherweise besser eingeschätzt 
werden, bei welchen Patientinnen die Symptome und Leberfunktionstests durch 
pharmakologische Intervention mit UDCA verbessert werden können (1). Wie im Maus-
Modell nachgewiesen werden konnte, scheint bei Patientinnen mit ABCB4 Mutationen das 
Ansprechen auf UDCA-Gabe sehr gut zu sein (162). Die geringe verbliebene Phospholipid-
konzentration, wie sie besonders bei Missense Mutationen vorliegt, reicht in Kombination mit 
einem partiellen Austausch der endogenen hydrophoben Gallensäuren durch UDCA 
wahrscheinlich aus, um die Wirkung der toxischen endogenen Gallensäuren unter ein 
kritisches Maß zu senken und den zellulären Schaden zu verringern (163).  
Es erscheint daher sinnvoll, ICP Patientinnen mit erhöhter γ-GT einen Gentest zur 
Detektierung möglicher ABCB4 Mutationen anzubieten. Wird bei einer Patientin eine 
Mutation nachgewiesen, so sollte auch der Vater des erwarteten Kindes auf ABCB4 
Heterozygotien untersucht werden, um das Risiko einer homozygoten MDR3 Mutation und 
damit der Manifestation einer PFIC beim Kind beurteilen zu können. Bei gesichertem 
Vorliegen einer ABCB4 Mutation bei einer ICP Patientin könnte in einer folgenden 
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Schwangerschaft prophylaktisch oder sofort bei ersten Symptomen eines Rezidivs eine 
UDCA-Therapie eingeleitet werden (26). Interessanterweise wurde kürzlich bei einer 
Patientin mit heterozygoter ABCB4 Mutation eine sich erst im späten Erwachsenenalter 
manifestierende Leberzirrhose beschrieben (125). Auch bei der in diese Studie 
eingeschlossenen Patientin, bei der die heterozygote S320F Mutation nachgewiesen wurde, 
zeigte sich die gemeinsame Manifestation verschiedener Erkrankungen, die auf einen MDR3 
Ausfall zurückzuführen sind: Die Patientin litt im jungen Erwachsenenalter an einer 
Cholesterincholelithiasis und zeigte seit Jahren rezidivierende Erhöhungen der 
Leberfunktionsparameter. Während der Schwangerschaft kam es zur Exazerbation der 
diskreten Veränderungen mit Manifestation einer ICP. Es bleibt abzuwarten, ob ähnlich wie 
bei der beschriebenen spanischen Patientin (125) eine Progredienz der chronischen 
Lebererkrankung auftritt. Die Bestimmung möglicher Mutationen könnte daher auch dazu 
beitragen, das Risiko persistierender Lebererkrankungen nach Manifestation einer ICP 
abzuschätzen und genetisch prädisponierte Patientinnen regelmäßigen Kontrollen zuzuführen. 
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5 Zusammenfassung 
 
 
Die intrahepatische Schwangerschaftscholestase (ICP) ist eine reversible cholestatische 
Lebererkrankung der Spätschwangerschaft mit multifaktorieller Genese. Neben hormonellen 
Faktoren und exogenen Einflüssen wurde bei Patientinnen mit erhöhter γ-Glutamyltransferase 
(γ-GT) eine genetische Prädisposition durch heterozygote Mutationen im ABCB4 Gen, 
welches für den hepatischen Phospholipidtransporter MDR3 kodiert, nachgewiesen. 
Mutationen des für die hepatische Gallensalzpumpe BSEP kodierenden ABCB11 Gens sind 
möglicherweise ebenfalls mit dem Auftreten einer ICP assoziiert.  
 
Bei 28 deutschen und schwedischen ICP Patientinnen wurden klinische und laborchemische 
Parameter erhoben und auf mögliche Korrelationen untersucht. Es wurde eine Korrelation 
zwischen dem Zeitpunkt des Auftretens der Symptomatik und der Schwangerschaftsdauer 
festgestellt. Bei besonders früher Manifestation ist demnach ein schwerer Krankheitsverlauf, 
der zu einer frühen Entbindung führt, häufig. Es zeigte sich keine Korrelation zwischen 
Serumgallensäurenwerten und Transaminasen, so dass bei der Erstdiagnose einer ICP neben 
Standardleberfunktionsparametern immer auch die Gallensäuren im Serum bestimmt werden 
müssen. Weiterhin konnte eine Korrelation zwischen den Gallensäuren und den Bilirubin-
konzentrationen im Serum nachgewiesen werden. Da eine Hyperbilirubinämie nur bei 
schwerer Krankheitsmanifestation auftritt, scheint die Höhe des Gallensäurenanstieges in 
Zusammenhang mit der Schwere der Erkrankung zu stehen. 
Für die genetische Untersuchung wurde das Patientenkollektiv anhand der γ-GT-Aktivität in 
zwei Untergruppen eingeteilt. 21 % der in die Studie eingeschlossenen Patientinnen zeigten 
eine Erhöhung der γ-GT. Es war eine deutliche Korrelation zwischen γ-GT-Werten und 
Gesamtbilirubin im Serum zu verzeichnen. Da die Bilirubinkonzentration nur in schweren 
Fällen einer ICP erhöht ist, spricht diese Korrelation für ein schweres Krankheitsbild bei 
Patientinnen mit erhöhter γ-GT.  
Bei den Patientinnen mit erhöhter γ-GT wurden die kodierenden Regionen des ABCB4  Gens 
auf Mutationen untersucht. Patientinnen mit normaler γ-GT wurden auf Mutationen in 
Promotor und Exons des ABCB11 Gens mittels PCR Amplifikation und Direktsequenzierung 
gescreent. Im ABCB11 Gen wurden keine Abweichungen von der publizierten Wildtyp-
sequenz nachgewiesen. Die bisher beschriebenen Mutationen C1527A und 1712delT in Exon  
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14 und die Mutation C2901T in Exon 23 des ABCB4 Gens wurden in dem untersuchten 
Patientenkollektiv nicht detektiert. Bei einer Patientin mit ICP und Cholesterincholelithiasis 
mit erhöhter γ-GT wurde die heterozygote Missense Mutation S320F in Exon 9 des ABCB4 
Gens nachgewiesen. Die Mutation resultiert in der Substitution von Serin durch Phenylalanin 
an der konservierten Position 320 des 5. Segmentes der ersten Transmembrandomäne des 
Transportproteins. Die Mutation entfernt eine BamHI Restriktionsenzymschnittstelle. Dieser 
Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus wurde genutzt, um das Vorliegen der Mutation 
in 166 Kontrollchromosomen auszuschließen. Die Heterozygotie S320F wurde auch bei der 
während einer Schwangerschaft ebenfalls an ICP erkrankten Mutter der Patientin sowie bei 
der nullligraviden Schwester nachgewiesen. Die gleiche Mutation wurde in einer kürzlich 
veröffentlichten französischen Studie homozygot bei zwei Patientinnen mit intrahepatischer 
Cholesterincholelithiasis und während der Schwangerschaft aggravierter Cholestase 
beschrieben. Eine gestörte Funktion des Phospholipidtransporters kann sich demnach als 
cholestatische Erkrankung (PFIC, ICP) und / oder als Cholelithiasis manifestieren. 
Frauen mit ICP und erhöhter γ-GT stellen eine Untergruppe von Patienten dar, bei denen 
Mutationen im ABCB4 Gen des hepatischen Phospholipidtransporters MDR3 vorliegen 
können. Diese Patientinnen profitieren möglicherweise von einer Gallensäurentherapie mit 
UDCA, bei der endogene relativ hydrophobe Gallensäuren durch die hydrophile 
Ursodeoxycholsäure ersetzt werden. Dadurch kann die zytotoxische Wirkung der 
körpereigenen hydrophoben Gallensäuren auf die Cholangiozyten unter ein kritisches Maß 
gesenkt werden. 
Trotz der Beschreibung verschiedener heterozygoter ABCB4 Mutationen, die eine Rolle in der 
Pathogenese der ICP bei Patientinnen mit erhöhter γ-GT spielen, steht die Identifizierung 
häufiger mit der ICP assoziierter genetischer Defekte noch aus. 
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6 Anhang 
 
 
Tabelle 10: Liste der Primer zur Amplifikation des ABCB4 Gens, Lage und Länge der Exons, Größe der 
Amplifikate 
 
Exon Lage  Exon-  Primer   Sequenz (5'-3') PCR- PCR- 
  des Exons länge       Produkt Programm
2 -86 86 bp MDR3-2F neu F 1 CTGAGGCTGTGGTTTCTCCTC 129 bp 1 
     MDR3-2R neu R 2 AGTGGCTGCTGGGGATGT    
3 81 - 135 55 bp MDR3-3AF F GTGCTTGCTATGTTTGTTG 238 bp 2 
     MDR3-3AR R CATTTCACAGCTTACCAATG     
4 135 - 286 151 bp MDR3-4BF F GGAAGAGGAGAAATTCCATTC 310 bp 2 
     MDR3-4CR R CTGGAGTCAACCAGATATCC    
5 287 - 344 58 bp MDR3-5AF F CCTGGCAATGCCTATTAATAG 218 bp 2 
     MDR3-5AR R GGGTAAAGAGTACACGTT     
6 345 - 536 192 bp mdr3ex6F F CTTTCCTTGACATATTTTCACACAG 356 bp 1 
     mdr3ex6R R GCCTGGGTGACAGAGTGAGACTC    
7 537 - 708 172 bp MDR3-7F F TTAGGTGTGATCTTTTTT 211 bp 1 
     MDR3-7R R AGGCCCAGCTTTCACAT     
8 709 - 833 125 bp MDR3-8F F ACTGTTTCTTTTCTGTCC 165 bp 2 
     MDR3-8R R GGCTAAAGAACCTTCCTG    
9 834 - 1005 172 bp MDR3-9AF F GACTCGGAGTATGGATTGT 329 bp 2 
     MDR3-9AR R GTTCATCTTTCAAAAAGGAGCG     
10 1006 - 1119 114 bp mdr3ex10F F CAAGCTCAAAGACTTCTTTTGGCAC 202 bp 1 
     mdr3ex10R R GCCAGAATGTGACTTAAACTTTTCC    
11 1120 - 1231 111 bp MDR3-11AF F ATGATGGAATAGTCATTAC 201 bp 2 
     MDR3-11AR R TGATTCAACAATCAACCTCAG     
12 1232 - 1356 126 bp MDR3-12F F TTTTCTCATTTTCCTTAC 166 bp 1 
      MDR3-12R R GCTTGGTTCTTCCCACTT     
13 1357 - 1560 204 bp MDR3-13AF F GAATGGTCCTGATACTTCAGC 309 bp 1 
     MDR3-13AR R CTCAGTCCTATGAGGTGA     
14 1561 - 1731 171 bp MDR3-14AF F GTTTTCTGTGTTAGAAATTT 205 bp 1 
      MDR3-14R R GCTTTTTAGAGTCTACTG     
15 1732 - 1893 162 bp mdr3ex15F F GGAGCAAATAGCAGAAAAAATTCC 264 bp 1 
      mdr3ex15R R GTGCATGTTAATTGACAGTGTGCC     
16 1894 - 2064 177 bp MDR3-16AF F GCTTTATGATTCTAAACTTGGAGG 389 bp 2 
     MDR3-16BR R GAGTATGGCTCATAGTAGCAG    
17 2065 - 2211 147 bp mdr3ex17F F CAGGCTGTTATGTGGTGTTTGC 214 bp 1 
     mdr3ex17R R GTCATCACCAGTTTGCCCTG     
18 2212 - 2316 108 bp MDR3-18AF F GCCACTATTTATGAGAGG 254 bp 2 
     MDR3-18AR R CACTGTAAGAATTTGGAAGCTCC    
19 2317 - 2394 78 bp MDR3-19AF F CATGACTTGAGGATCCGTGGC 227 bp 2 
     MDR3-19R R TCTCCAGCGCACACTCCT     
20 2395 - 2478 84 bp MDR3-20F F ACGTGTATTTTATGCCAT 124 bp 2 
     MDR3-20R R GTAGAGTGCAGTCTACCT    
21 2479 - 2682 204 bp MDR3-21AF F GACCAAGAGGCTAAGGCT 395 bp 2 
     MDR3-21AR R GTTGTAGTGGGCACAAAC     
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Exon Lage  Exon-  Primer   Sequenz (5'-3') PCR- PCR- 
  des Exons länge       Produkt Programm
22 2683 - 2783 101 bp mdr3ex22F F GGAAAGCACTAGGTTCTTAGCAGG 231 bp 1 
     mdr3ex22R R GATACTTTTGACAGAGCCCTAGGG    
23 2784 - 2924 141 bp mdr3ex23F F CCCTGACCTCATCTTTGGAC 308 bp 1 
     mdr3ex23R R CACAGCGCTAAAGGAGGC     
24 2925 - 3081 157 bp MDR3-24F F ATTCCTCTACTTCTGTCT 197 bp 2 
      MDR3-24R R TCAGGCATCAGAGAACTT     
25 3082 - 3279 198 bp MDR3-25AF F CTGGCACCAAGAACTATACCA 254 bp 2 
      MDR3-25R R TTATAAGGAAATGTGCTC     
26 3280 - 3486 207 bp MDR3-26F F TTGTGGACTTTGGTTTTC 248 bp 2 
      MDR3-26R R TCAGCTACTCTTTAACTT     
27 3487 - 3633 147 bp MDR3-27f F ATAACTTGGTTAACTTGC 170 bp 2 
     MDR3-27R R AGTTGGGAGGCCACACAC     
28 3634 - 3892 259 bp mdr3ex28F F CAAATGCCGTAATAAACCCC 296 bp 1 
      mdr3ex28R R TAGGTTGTCCAAGAAGCCCT     
 
Leserichtung: 1 Forward, 2 Reverse 
 
 
 
Tabelle 11: Liste der Primer zur Amplifikation des ABCB11 Gens, Lage und Länge der Exons, Größe der 
Amplifikate 
  
Exon Lage  Exon-   Primer Sequenz (5'-3') PCR- 
  des Exons Länge       Produkt 
Promotor     F 1 spgp-pro-fp 1 TCACAACCTTTTCCAACCTCGG 209 bp 
      R 2 spgp-pro-rp 1 CAAGGCCTGTTGACACCCTC   
1 1 - 100 100 bp F     1- 100 L AGCGTTGTTTACACTGGACAAGAG 316 bp 
     R     1- 100 R TATGTCACTGAACTGTGCTTGGG   
2 98 - 202 104 bp F    98- 202 L CTTGACCAGCTTGTCCTACTTTTG 345 bp 
      R    98- 202 R CTTGATATTTAGGCTCTTTCAGGG   
3 203 - 226 23 bp F  203- 226 L GACATTTGAACCTAACCTAGAAGGG 389 bp 
     R  203- 226 R ATGAGCAGGAAGAAAGAAAAGGC   
4 223 - 276 53 bp F  223- 276 L GGCAAAGCCTATGACTGAAAAAG 326 bp 
      R  223- 276 R ACTAGGTTTGGCCAGAATTTTCC   
5 276 - 517 241 bp F  276- 517 L GTTAGATACCACTCCAGCTCAGCC 383 bp 
     R  276- 517 R TCACCCATAGATGATCTCTGAACC   
6 515 - 603 88 bp F  515- 603 L TCTCTCTGGACAGCCACTTGTATC 347 bp 
      R  515- 603 R TGTAATCTCTGGTGGCTTGATCC   
7 604 - 737 133 bp F  604- 737 L TTACTTATGAAAAAGCCATGCCAC 321 bp 
     R  604- 737 R GCAATGCTAAACATTCCTTTGTCC   
8 738 - 909 171 bp F  738- 909 L CTCAAGCTTCACATTTTTGGCTG 377 bp 
      R  738- 909 R GCTGTTAATGCTATCCAAGGGTG   
9 909 - 1036 127 bp  F  909-1036 L CCAACCTTTCAACCTCTCTTTTCTC 316 bp 
     R  909-1036 R GACAACCCTGGATGAAGCTTACC   
10 1033 - 1209 176 bp F 1033-1209 L GCTTTTTTCCTGAAGGCACC 365 bp 
      R 1033-1209 R AAAACCACTGCATCACGGC   
11 1207 - 1323 116 bp F  1207-1323 L TAAGTGTTGCTGAATTAAGGGCC 400 bp 
     R  1207-1323 R GTATTTCCAAACAGCCAAAGAGC   
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Exon Lage  Exon-   Primer Sequenz (5'-3') PCR- 
  des Exons Länge       Produkt 
12 1323 - 1434 111 bp F 1323 -1434 L CAACACCCGAGGATACTTTCAGAG     365 bp 
      R 1323-1434 R ATTGCAGAGATACGCCAAAGATG   
13 1433 - 1563 130 bp F 1433-1563 L GCATGCCAGGACAGTCTCAAT     346 bp 
     R 1433-1563 R AAACGCACACACAGACACCGA   
14 1560 - 1764 204 bp F 1560-1764 L TAGTTTCTCCCAGGAATGTATGGC     327 bp 
      R 1560-1764 R TTTCTGCCCATTGGTCAAGTATG   
15 1763 - 1935 172 bp F 1763-1935 L GTATCAACTACTCCCATCCCTCCC     312 bp 
     R 1763-1935 R CTTTTCCCTTCATGACTGGTGTC   
16 1934 - 2137 203 bp F 1934-2137 L CCAGAGTTGTTGGGAGAACAGTG 458 bp 
      R 1934-2137 R CTGGCCTTTTCTAATGTCTGCAC   
17 2137 - 2202 65 bp F 2137-2202 L TTGGAAAGCTTGTAATCTGC 169 bp 
     R 2137-2202 R GAATTCTACTTGGATATGGTTCTG   
18 2200 - 2305 105 bp F 2200-2305 L AGACAATTAACCCTCCGAAGTCC 483 bp 
      R 2200-2305 R TCCTGGTTACCATGTGACCTACC   
19 2302 - 2469 167 bp F 2302-2469 L AGTTCTCAGCTTTGCCTTCTTACC 476 bp 
     R 2302-2469 R TCCCATAGACATTTGAGGTCACTC   
20 2469 - 2575 106 bp F 2469-2575 L ACGTAGCCTTTTTGTTAGGAGCTC 389 bp 
      R 2469-2575 R CATTAGGGTTCACTCTTGGTGTTG   
21 2573 - 2737 164 bp F 2573-2737 L CTGTGCTTTAGCTGCTGTTTGTC 469 bp 
     R 2573-2737 R TTGTAGCAATGGGCTGTGTATCTC   
22 2736 - 2940 204 bp F 2736-2940 L CAGTTTGTCTGATAGCCACTCAGC 315 bp 
      R 2736-2940 R TGGTAAAAGCGACTGTGTGTCTG   
23 2938 - 3183 245 bp F 2938-3183 L AGAACCAGGCTATTCCTTCCTTG 419 bp 
     R 2938-3183 R CTCTGATTTGTACCACATTCTGCC   
24 3180 - 3340 160 bp F 3180-3340 L TGAGAATGATGGTTTCCAGCTTC 400 bp 
      R 3180-3340 R CCCTCTCCATTTCCAGACAAGTC   
25 3339 - 3537 198 bp F 3339-3537 L AGTGAGTCTGGCAAAGCAAAAAC 398 bp 
     R 3339-3537 R GTTTGAAGGTATCTCAAGCAGGG   
26 3537 - 3744 207 bp F 3537-3744 L TTGTCTCTCATAGGGAATGGCTC 414 bp 
      R 3537-3744 R TACATCCAGAGGTCAAAGGCAAC   
27 3743 - 3891 148 bp F 3743-3891 L AATCACTTGCTCTAGATAA 473 bp 
     R 3743-3891 R CCTAAGTGGATTTGACATCCTCC   
28 Teil 1 3890 - 4206 316 bp F 3890-4206 L ATTAGCTTGGATTCCGATGTAGG 441 bp 
      R 3890-4206 R AACTGAACTCTCATGATGGTGGG   
28 Teil 2 4206 - 4711 505 bp F 4206-4711 L TCCAGCCACACTGGTAGGT 640 bp 
      R 4206-4711 R GAGGGATTGCTGGGATTGTT   
28 gesamt 3890 - 4711 821 bp        
             
 
Leserichtung: 1 Forward, 2 Reverse 
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Tabelle 12: Liste der Primer der Nested PCR 
 
Exon     Primer Sequenz (5'-3') PCR- 
          Produkt 
9 1.PCR F 1 MDR3-14AF GTTTTCTGTGTTAGAAATTT 205 bp 
    R 2 MDR3-14R GCTTTTTAGAGTCTACTG   
  2.PCR F MDR3-NPF1 CACCCTGGTTGGAGAGAGG  174 bp 
    R MDR3-NPR1 GAGTCTACTGACCTTATCCAGAGTG   
14 1.PCR F MDR3-9AF GACTCGGAGTATGGATTGT 329 bp 
    R MDR3-9R GTTCATCTTTCAAAAAGGAGCG   
  2.PCR F np-MDR3ex9NPF CCCTCTCATTTTTCTGGTAGGTATC  211 bp 
    R np-MDR3ex9NPR TGTTAGGAGAACTACTTACTGTCATTGGC   
 
Leserichtung: 1 Forward, 2 Reverse 
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